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(57) Abstract: The invention relates to a method for 
quickly detecting bacterial DNA. The sample containing 
bacterial DNA is provided and treated according to a PCR 
method. The DNA copies which are multiplied by means 
of PCR are detected. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein 
Verfahren zur schnellen Bestirnmung von bakterieller 
DNS, wobei die Probe mit bakterieller DNS vorgelegt 
wird, die Probe mittels eines PCR-Verfahrens behandelt 
und mittels der PCR vervielfachten DNS-Kopien bestimmt 
wird. 
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Verfahren zur schnellen Bestimmung von mikrobieller DNS/RNS, Kit dafQr und Ver- 
wendung des Verfahrens 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur schnellen Bestimmung von mikrobieller 
DNS/RNS; ein Kit dazu sowie die Verwendung des Verfahrens. 

Die schnelle Bestimmung von Mikroorganismen, insbesondere der haufig auftreten- 
den Bakterien, Viren und Pilzen, ist allgemein von Interesse, bspw. bei Lebensmit- 
teln, auch Wasser, der Kriminalistik etc. Ein besonders wichtiges Einsatzfeld ist aber 
die klinische Diagnostik, insbesondere bei Intensivpatienten mit schweren bakteri- 
ellen Infektionen, die ein hohes Risiko aufweisen, im Rahmen der systemischen 
Entzundungsreaktion Organschaden davon zu tragen oder sogar daran zu verster- 
ben. Die Sterblichkeit der schweren Sepsis, des septischen Schocks und des Mul- 
tiorganversagen betrSgt bis zu 90%. Es stehen zur Zeit keine laborchemischen 
Fruhparameter zur Verfugung, welche den Beginn einer Infektion, auch einer 
schweren systemischen Infektion anzeigen. Bisherige Routineentzundungspara- 
meter wie Anstieg der Leukozytenzahl oder Anstieg des C-reaktiven Proteins rea- 
gieren erst mit einer zeitlichen VerzSgerung von 1 bis 3 Tagen auf eine systemische 
Infektion, sind fur diese nicht spezifisch und konnen auch ohne Infektion mit Mikro- 
organismen erhoht sein. Eine schnelle Bestimmung der Mikroorganismen ist aber 
auch bei lokalen Infektionen, bspw. Augeninfektionen - auch nach Augenoperatio- 
nen - die sonst sogar bis zum Verlust des operierten Auges fOhren konnen - der 
Parodontitis, oder aber lokalen Pilzinfektionen SuISerst wQnschenswert. Eine fruh- 
zeitige Diagnose einer Infektion ist essentiell fur die MSglichkeit einer frdhzeitigen 
Therapie. Insbesondere ist es wichtig, den infizierenden Mikroorganismus zeitig zu 
identifizieren, urn eine gerichtete Antibiotika-Therapie einleiten zu konnen. Die kon- 
ventionelle mikrobiologische Diagnostik durch Anzucht und Kulturnachweis ist hier- 
bei jedoch nicht befriedigend. Zum einen dauert dieser Nachweis haufig mehrere 
Tage, zum anderen ist diese Art des Nachweises nur moglich, wenn in der vorge- 
legten Probe vitale Bakterien enthalten sind. Da KorperflQssigkeiten, insbesondere 
Blut, bakterizide Eigenschaften aufweisen, ist dies jedoch haufig nicht der Fall auch 
wenn eine Infektion vorliegt. Die konventionelle mikrobiologische Diagnostik weist 
daher eine hohe falsch negative Befundrate auf Eine schnelle Diagnose einer Infek- 
tion sowie eine schnelle Identifizierung des infizierenden Mikroorganismus wurde 
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daher die Moglichkeit einer frQhzeitigen Therapie bedeuten, die speziell auf den 
aufgefundenen Organismen ausgerichtet ist und daher zu der Hoffnung berechtigt, 
die Krankheitsschwere Oder sogar die Mortalitatsrate der Erkrankung gQnstig zu 
beeinflussen. 

Stand der Technik 

Es ist bekannt, daft bakterielle oder auch Pilz-DNS/ mittels Konsensus-Primern un- 
spezifisch durch PCR vermehrt werden konnen, so daft dann, wenn nur geringste 
Spuren der DNS/RNS vorhanden sind, aus diesen geringen Mengen fQr Nachweise 
ausreichende Mengen hergestellt werden (ROCHE-LightCycler-Anweisung). Die 
so in fur ubliche Nachweisverfahren in ausreichender Menge hergestellte doppel- 
strangige DNS kann dann als solche qualitativ, selektiv und quantitativ nachgewie- 
sen werden. 

Ein qualitativer Nachweis der Anwesenheit von mikrobieller DNS/RNS kann - bspw. 
durch Interkalations-Agentien, die nur an doppelstrangige DNS binden und bei der 
Bindung ein Signal, das Bindung anzeigt, abgeben, erfolgen. Ein spezifischer 
Nachweis kann auch Ober spezifische Sonden, die nur an die DNS/RNS bestimmter 
Spezies binden, erfolgen - falls ein anderer, als der angenommene, Mikroorganis- 
mus in der Probe anwesend ist, mussen so lange mit verschiedenen spezifischen 
Sonden Versuche durchgefuhrt werden, bis eine Sonde paftt, also eine spezifische 
Bindung anzeigt Die bisherigen Verfahren liefern also im ersten PCR-Laufa nur die 
Information, daft RNS/DNS bakterieller oder pilz-Herkunft vorliegt, die Spezifikation 
selbst ist ein weiteres aufwendiges Suchverfahren. , das nur durch Erfahrungswerte 
bestimmt ist . 

In der WO 97/07238 wurde die Vermehrung von Pilz-DNS aus klinischem Material - 
(Blut) mittels Konsensus-Primern, die einen Bereich der 18 ssu-rRNS mittels PCR 
amplifizieren und die spezifische Identifikation der vermehrten Pilz-DNS durch 
nachgeschalteten Southern Blot beschrieben. Auf die Ofenbarung dieser Druck- 
schrift wird zur Erlauterung der PCR und der Vermeidung von Wiederholungen in 
voliem Umfang bezug genommen. 
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Bei Bakterien sind ebenfalls Konsensus-Primer bekannt, die an hochkonservierte 
Bereiche von Bakterien-DNS binden - bspw. die hochkonservierte 16 S Region der 
rRNS oder aber die ebenfalls hochkonservierte 23 S-Region der rDNS. Die ent- 
sprechenden Templates konnen mit geeigneten Konsensusprimern aamplifizierta - 
werden und dann die so vermehrte Bakterien-DNS mittels verschiedener Nach- 
weismethoden nachgewiesen werden (Anthony, Brown, French; J. Clin. Microbiol. 
2000, S. 781 - 788 "Rapid Diagnosis of Bacteremia by universal amplification of 
23S Ribosomal DNS followed by Hybridization to an Oligonucleotide Array und WO 
00/66777) . 

Die WO 00/66777 - wie auch bereits Woo, Patel et.al. in Anal. Biochem 1998, 259 
sowie in J. Microbiol Methods 1999, 23 -30 - schlagen vor, bakterienspezifische 
Primer zu verwenden,; so nur spezifische Bakterien zu amplifizieren und dann den 
Schmelzpunkt der mit interkalierenden Substanzen - dort meist SYBR-GREEN- 
markierten einzigen durch die speziellen Primer verstarkten doppelstrangigen DNS 
zu bestimmen, urn die mittels der spezifischen Primer amplifizierten DNS nochmals 
zu identifizieren, da die Schmelzpunkte von Hybridisationsprodukten Sonde/DNS 
typisch sind. Dies ist auch fur Herpes-Viren - HSV-bekannt - Espyl, Uhl eta. J. Clin. 
Microbiol. 2000, S. 795 f. - dort wird speziell fur das Thymidin-Kinase Gen des Virus 
mit geeigneten Primern amplifiziert und nachfolgend mittels Schmelzkurvenanalyse 
die Qber die Primer identifizierte amplifizierte DNS nochmals OberprOft. Die dort 
verwendefen spezifischen Primer binden nicht ausschlieBlich an Konsensus- 
Bereiche, sondem an ganz spezifische Sequenzen, sodali nur diese amplifiziert 
werden. Mit diesem Verfahren kann die Anwesenheit weiterer Mikroorganismen 
nebeneinander nicht detektiert werden kann. 

Klausegger etal in J.Clin. Microbiol. 1999, S. 464-466 "Gram-Type Specific Broad- 
Range PCR Amplification for Rapid Detection of 62 Pathogenic Bacteria...zeigt, daB 
die DNS/RNS gram(+)er Bakterien mit speziell entworfenen gram-positiven Primern 
in einer PCR gruppen-spezifisch amplifiziert werden und die gram - Bakterien nicht 
- derart ist immerhin eine Unterteilung der zu untersuchenden Bakterien in 
gram+Bakterien und gram- Bakterien moglich. 



WO 01/48237 



4 



PCT7DE00/04610 



Eine weitere Spezifizerung der so amplifizierten gram(+)erfolgt bei Klausegger. mit 
herkommlichen mikrobiologischen Methoden. Nach Klausegger ist zumindest eine 
schnelle Behandlung pathogener Bakterien, die auf gram+ - oder gram-Bakterien 
gerichtet ist, mogiich. Eine genauere Identifikation ist bei Klausegger aber nicht in- 
nerhalb kurzer Zeif mogiich. 

Die Amplifikation bakterielier rRNS ist keineswegs auf den 16S oder aber 23S- 
Bereich beschrankt - es ist auch bekannt, daft bei Bakterien die "spacer-Region" 
zwischen den 16 S und 23S Genen in der prokaryonten rRNS mit speziellen, dafur 
geeigneten Primern zu amplifiziert werden kann ( App..and Enviromental Microbio- 
logy, 1993, S. 945 - 952) - die "spacer-Region" liegt zwischen zwei hochkonser- 
vierten Bereichen, auf denen dann jeweils ein Primer liegt. 

Die Verfahren nach dem Stand der Technik ermoglichten somit in einer einzigen 
PCR lediglich die Entdeckung von Mikroorganismen durch Konsensus-Primer ohne 
Klassifikation derselben oder aber nur die Detektion eines einzigen Mikroorganis- 
mus. Zur Bestimmung der Mikroorganismus-Spezies war immer noch ein aufwendi- 
ges Verfahren notwendig, da verschiedenste mogliche Sonden durchprobiert wer- 
den muBten oder aber zur Bestimmung der ubliche mikrobiologische Nachweis ge- 
fuhrt werden mulSte. 

Es ist nun Aufgabe der Erfindung die Quantifizierung und Qualifizlerung mikrobieller 
DNS/RNS schneller als bislang zu ermoglichen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein Verfahren mit den Merkmalen 
des Patentanspruches 1. 

Zur Bestimmung mikrobieller DNS/RNS wird also eingesetzt: 
Vorlegen einer Probe mit RNS/DNS 

unspezifische Amplifikation der mikrobiellen DNS/RNS mittels eines PCR- 
Verfahrens (Polymerase Chain Reaction) mit generischen Konsensus-Primern 

Analyse der physikalischen Eigenschaften der amplifizierten Konsensus- 
Sequenz (z.B. durch Durchfuhrung einer Schmelzpunktanalyse im SYBR-Green 
Format oder aber durch Binden von multifunktionellen Sonden) 
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ggf Zugabe eines markierten Oligonucleotids/Sonde 

Weitere Spezifizierung durch Analyse der physikalischen Eigenschaften des 
DNS/RNS Oligonucleotidkomplexes, wie z.B. der Temperaturabhangigkeit der Hy- 
bridisierung oder aber durch Einbringen spezieller Sonden und Analyse des Bin- 
dungsverhaltens der Sonden an die DNS mittels Fltc.bspw. durch Schmelz- 
punktanalyse der Temperaturabhangigkeit des Sondenbindungsverhaltens zur wei- 
teren Spezifizierung des zu identifizierenden Mikroorganismus 

Es ist vorteilhaft, wenn das PCR-Verfahren ein Real-Time PCR-Verfahren ist, da 
dadurch gleichzeitig mit einer Quantifizierung der vorgelegten RNS/DNS in der Pro- 
be im selben PCR-Durchgang eine Spezifizierung des identifizierten Mikroorganis- 
mus durchgefQhrt werden kann. Insbesondere ermoglicht der Nachweis mikrobieller 
genomischer DNS mit der sehr sensitiven und quantitativen real time PGR eine sehr 
fruhe laborchemische Detektion einer mikrobiellen Infektion. 

Als zu untersuchende Proben eignen sich bspw. KorperflQssigkeiten, Abstriche oder 
auch homogenisiertes Gewebe, aber auch alle anderen Materialien, in denen Reste 
von DNS nachgewiesen werden sollen.. Da a priori in der Regel der infizierende 
Mikroorganismus nicht bekannt ist, ist es sinnvoll, bei der PCR Primer zu verwen- 
den, mit denen moglichst unspezifisch eine Amplifikation von DNS/RNS bei mog- 
lichst alien fur die Diagnostik in Betracht zu ziehenden Mikroorganismen moglich ist. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Kit zur schnellen Bestimmung von mi- 
krobieller DNS/RNS in Proben mit- dekontaminierter Polymerase; Losung mit einer 
Standard DNS/RNS-Konzentration einer bekannten Template-) DNS/RNS. Bei einer 
bevorzugten Ausgestaltung weist das Kit weiterhin mindestens eine DNS/RNS- 
Oligonucleotid-Sonde auf. Diese speziellen DNS/RNS-Sonden konnen auch einzeln 
fQr die Identifizierung bestimmter Mikroorganismen zum Einsatz im erfindungsge- 
maaen Verfahren vertrieben werden. 

Ferner betrifft die Erfindung auch ein Verfahren oder aber Programm nach Anspruch 
12. Durch dieses Programm konnen Automaten, die zur Durchfuhrung einer real 
time-PCR geeignet sind, ebenfalls zum Nachweis und zur Identifizierung von Mikro- 
organismen eingesetzt werden. 
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Die Besonderheit des erfindungsgemalJen Verfahrens Ifegt darin, daS zunachst bei 
unbekanntem Mikroorganismus eine unspezifische Amplifikation mit Konsensus 
Primern durchgefuhrt wird, wobei die DNA-Abschnitte, die zwischen dem Konsen- 
sus Primern amplifiziert werden, fur die jeweiligen Bakterien spezifische Unterschie- 
de aufweisen. Diese bakterientypischen Unterschiede konnen herangezogen wer- 
den, urn (nach unspezifischer Amplifikation) eine Identifizierung und Spezifizierung 
des tatsachlich voriiegenden Mikroorganismus durchzuftihren. 

Nach unspezifischer Amplifikation der DNS/RNS der Probe kann eine Identifizierung 
und Spezifizierung des infizierenden Mikroorganismus mit verschiedenen Verfahren 
durchgefQhrt werden, von denen nachfolgend einige Beispiele aufgefuhrt sind: 

A. Reverser Dot Blot 

B. DNS/RNS Mikrochip bzw. Microarray-Technik 

C. Analyse der Schmelzkurve der gesamten amplifizierten DNS/RNS-Sequenz 

D. Hybridisierung des Amplifikates mit markierten Oligonucleotid- 
Sonden,vorteilhafterweise wahrend einer PCR 

Schmelzkurvenanalyse der hybridisierten Oligonucleotid-Sonden 
F. Kombination der Verfahren unter C-E 

ad A 

Die DNS/RNS Mikrochip-Technik ist bspw. als Cnvynne P. und Page G.Microarray 
analysis, the next revolution in Molecular biology Science 1999 bekannt oder auch 
bei Sinclair B. "Everything's Great When it sits on a Chip - a Bright future for DNS 
arrays", The Scientist 1999, May 24,13(11) 18-20 bekannt. 

adB 

Der reverse Dot Blot ist bekannt. 
adC 

Die einfachste und schnellste Methode eine grobe Vorklassifizierung des infizieren- 
den Mikroorganismus durchzuf hren, besteht in der Analyse der Schmelztempe- 
ratur des gesamten Amplifikates. Hierdurch kann eine einfache Unterscheidung in 
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Gruppen wie z.B. gram-positiver Oder gram-negativer Bakterien durchgefQhrt wer- 
den. 

ad D 

Des weiteren kann bei Durchf hrung einer real time-PCR eine Spezifizierung mit 
speziellen Fluoreszenzfarbstoff-markierten Oligonucleotide!! durchgefQhrt werden. 
Weiterhin kann die kombinierte Information aus der Schmelzkurvenanalyse des 
amplifizierten DNS-Abschnittes sowie des Bindungsverhaltens an spezifische Oli- 
gonucleotid-Sonden zur genaueren Spezifizierung: herangezogen werden. 

adE 

Daruber hinaus kann die Information, die sich aus der Schmelztemperaturanalyse 
der Oligonucleotid-Sonden ergibt zusatzlich zur Spezifizierung herangezogen wer- 
den. 

adF 

SchlulJendlich ist es moglich, die Information, die sich aus alien genannten analyti- 
schen Verfahren ergibt, in Kombination zu benutzen, urn den infizierenden Mikroor- 
ganismus genauestens zu bestimmen. 

Somit kann durch Auswahl spezieller Sonden und Analyse der Schmelzkurven der 
Hybridisierungsprodukte an die mikrobielle DNS sehr schneir ermittelt werden, wel- 
che DNS vorliegt. Dabei ist es nicht notwendig, fOr jedes Bakterium eine spezifische 
Sonde herzustellen sondern es konnen mittels einiger weniger Sonden und den 
Schmelzpunkten des Hybridisierungsproduktes Aussagen Qber die Mikroorganis- 
musart getrofen werden. §berraschenderweise ist es damit moglich, in nur einem 
Analysengang bei der Online-PCR nicht nur einen quantitativen Nachweis der mi- 
krobiellen DNA durchzuf hren, sondern bereits im AnschlulJ an die Amplication 
durch Analyse mit wenigen Ollgonucleotiden eine Identifizierung einer Vielzahl von 
verschiedenen Mikroorganismen herbeizuf hren. 

Eine bevorzugte Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche ist die 
Schnellbestimmung von mikrobieller genomischer DNS insbesondere bei Intensiv- 
patienten. Im Gegensatz zum konventionellen mikrobiologischen Nachweis mittels 
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Kulturtechniken, die in der Regel mehrere Tage dauert, kann das hier dargestellte 
Verfahren mittels Online PCR in weniger als 3 Stunden durchgefuhrt werden. Hier- 
aus ergibt sich eine enorme Beschleunigung der Diagnostik und somit eine wesent- 
lich frtihzeitigere M6glichkeit der gezielten Therapie. 

Das Verfahren kann jedoch uberall eingesetzt werden, wo schnell mikrobielle 
Kontamination quantifiziert und qualifiziert werden muS bspw. in der Kriminalistik 
aber auch in der Lebensmitteluberprufung etc 

Nachfolgend wird die Erfindung spezieller anhand der begleitenden Zeichnung so- 
wie von Beispielen erlautert, auf die sie jedoch keineswegs eingeschrankt ist , die 
aber das Verstandnis der Erfindung verbessern soilen. In der Zeichnung zeigt: 

Fig. 1: Schmelzkurven von mit SYBR-Green markierten Gesamt-PCR-Produkten 
von 4 Bakterien, wobei die Fluoreszenz-lntensitat als Funktion der Temperatur und 
die erste Ableitung dieser Kurve dl/dT dargestellt ist; 

Fig. 1a: Darstellung der Schmelzpunkte verschiedener Bakterienarten mit SYBR- 
Green 

Fig. 1b: Darstellung der Schmelzpunkte von Patientenproben mit SYBR-Green 

Fig. 1c: Darstellung des PCR-Verlaufs der Patientenproben im SYBR-Green-Format 

Fig. 2: Darstellung der Amplifizierung bakterieller DNS durch wachsendes Fluores- 
zenzsignal einer bindenden gram-neg. und gram-pos. Sonde am Ende der annea- 
ling-Phase des PCR-Zyklus; 

Fig. 3: Schmelzkurven des Hybridisationsprodukts amplifizierter DNS mit einer spe- 
zifischen fluoreszenzmarkierten Hybridisierungssonde fur gram-positive Keime 
(Fluoreszenz-lntensitat in Abhanglgkeit von der Temperatur bzw. die erste Ableitung 
der Kurve (darunter). 
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Fig. 4: Schmelzkurven wie in Fig. 3, aber mit einer Sonde fur gram-negative Keime 

Fig. 5: Schmelzkurven des Hybridisationsprodukts amplifizierter genomischer DNS 
verschiedener gram-negativer Keime mit gram-negativer Sonde - 

Fig.6 Schmelzkurven d. Hybridisationsprodukts von mit markierten Primern amplifi- 
zierter genomischer DNS mit gram(+)- Sonden 

Fig. 7 Schmelzkurven von Hybridisationsprodukten von. gram-pos Hyb-Probes mit 
Mischungen zwischen Pseudomonas und Staph.epi. 

Fig. 8 Schmelzkurven von Hybridisationsprodukten von gram-neg. Hyb-Probes mit 
Mischungen zwischen Pseudomonas und Staph.epi 

Fig. 9. Schmelzkurven von BAL Patientenproben (P2 und P4) im Hyb-Probe-Format 
mit ISN2 

Fig. 10:.Schematische Darstellung des Amplifikationsverfahrens mit fluoreszeinmar- 
kiertem Ruckwarts Primer 

Fig. 11. Schematische Darstellung der Lage erfindungsgemaaer Pri- 
mer/Sondenpaare 

Fig. 12: Alignment von bakterieller16rRNS mit Lage von Primern und Sonden 
Fig. 13: Alignment von Piiz-RNS mit Lage von Primern und Sonden 

A Bestimmung des Mikroorganismus-Nucleotids 

Analyse der Schmelzpunkte doppelstrangiger Nucleotide aus Bakterien 

Viele der nachfolgenden Versuche wurden mit Reinzucht-Bakterienstammen aus 
der nachfolgenden Liste durchgefuhrt, die nach Erfahrungen der Erfinder in Kliniken 
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sehr h§ufig aufeufinden sind, wobei die verwendeten AbkQrzungen "RK" in den 
Zeichnungen, die Ausdrucke des Light-Cycler-Programms sind, auftreten: 
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25177 


RK16 = 


Acinetobacter baumannii 


9955 


RK17 = 


Legionella pnuemophila 


33152 


RK18 = 


Candida albicans 


10231 


RK19 = 


Aspergillus fumigatus 


1022 



Fig. 1 zeigt die Schmelzkurvenanalyse des mit SYBR-Green markierten PCR- 
Produktes vier verschiedener Bakterien, wobei die Fluoreszenzintensitat des SYBR- 
Green als Funktion der Temperatur bzw. die erste Ableitung der Intensitat nach der 
Temperatur (im unteren Teil der Abbildung) dargestellt ist. Es wurde jeweils DNS 
eines Reinzucht-Stammes der nachfolgenden Bakterien wie in Bsp. Be- 
schrieben fiber YY Zyklen amplifiziert und am Ende der Amplifikation eine Schmelz- 
kurve mit SYBR-Green ermittelt. Die Mitte des Peaks wurde als Schmelzpunkt an- 
genommen. Aus Fig. 1 wird deutlich, daB auch bei Verwendung eines Konsensus 
Primers - in diesem speziellen Fall fur den 16-S-RNS-Bereich - die resultierenden 
PCR-Produkte - doppelstrangige DNS - fur unterschiedliche Bakteriengruppen un- 
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terschiedliche physikalische Eigenschaften, insbesondere unterschiedliche 
Schmelztemperaturen aufweisen. Dies ergibt sich auch aus Fig. 1a, in der die 
Schmelzpunkte doppelstrSngiger DNS von funfzehn der Oblichsten im Klinikbereich 
auftretenden Bakterien aufgefuhrt sind. Wahrend fQr Pseudomonas aeruginosa die 
Schmelztemperatur im Bereich von 86,35 Grad C liegt, lassen sich hiervon deutlich 
die Schmelztemperaturen von Proteus vulgaris (ca 86,9 Grad C), Serratia marce- 
scens (ca 87,75 Grad C) und Klebsiella pneumonia (ca 88,4 Grad C) diskriminieren. 
Es ist somit bereits an Hand der Schmelztemperaturkurvenanalyse des PCR- 
Amplifikates moglich, eine Gruppeneinteilung der moglicherweise vorhandenen 
Bakterien in mindestens 4 Gruppen vorzunehmen. Die Reproduzierbarkeit der 
Schrnelzkurven ist ausgezeichnet , wie sich aus der nachfolgenden Tabelle ergibt. 

Reproduzierbarkeit der Schmelzpunkte: 

Bakterium Versuch Nr. Smpkt der dsDNS 



Pseudomonas aer. 


1 


86.36 


Pseudomonas aer. 


2 


86.36 


Pseudomonas aer. 


3 


86.34 


Klebsiella pneum. 


1 


88.49 


Klebsiella pneum. 


2 


88.42 


Klebsiella pneum. 


3 


88.36 


Serratia marc. 


1 


87.78 


Serratia marc. 


2 


87.70 


Serratia marc. 


3 


87,71 


Proteus vulg. 


1 


86.92 


Proteus vulg. 


2 


86,90 


Proteus vulg. 


3 


86.93 



Design von Sonden/Primerkombinationen 

Da erfindungsgemaB Mikroorganismen-DNS/RNS unspezifisch amplifiziert wird, ist 
die Auswahl bzw. der Entwurf geeigneter Primer und Sonden wichtig fOr die genaue- 
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re Einordnung der Mikroorganismen und damit der Durchfuhrung der Erfindung. Fur 
Vorschlage zur Auswahl bzw. das Design von Primern und Sonden sind Program- 
me, bspw. das Shareware Programm "GENE-FISHER" hilfreich, das bspw. 

von erhaitlich ist. Dieses Programm sucht Konsensus-Bereiche von DNS 

/ RNS und schlagt dann entsprechende Primer nach Vorgabe vor oder aber Sonden 
nach Vorgabe des Bereichs und deren Eigenschaften. 

Primer 

Es ist bekannt, da(i bestimmte Gensequenzfragmente innerhalb der meisten Bakte- 
rien bzw. den meisten Pilzen im wstl. gleich sind - diese werden als konservierte 
Bereiche bezeichnet. Aufgrund dieser konservierten Bereiche konnen mit 
"Konsensus-Primern" , die an diese Bereiche binden, die RNS/DNS dieser Mikroor- 
ganismen unspezifisch amplifiziert werden, wobei hier bei einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform der Erfindung zwischen den konservierten Bereichen ein fur den Mi- 
kroorganismen spezifischer Bereich liegen soli, an den dann spezialisierte Sonden 
binden konnen. Derartige Bereiche sind bekannt und der Fachmann kann dann ge- 
eignete Bereiche fur Primer aussuchen. Es ist wichtig, dafi die Primer nicht zu lang 
sind, u. a. da dann die erwuschte Unspezifitat nicht mehr gegeben ist. 

Erfindungsgemaft werden Konsensus-Primer verwendet, die einen hochvarianten 
und hochspezifischen Bereich flankieren, der fur spezifischen Nachweis des Mikro- 
organismus geeignet ist (Fig. 11 und Fig. 12) Aus Fig. 12, die ein Alignment der ent- 
sprechenden RNA-Region verschiedener Bakterien darstellt, ist ersichtlich, wie die 
Primer sowie die gram(+) Sonde XXXX und die gram(-) Sonde liegen. Der Ab- 
stand zwischen beiden Primern ist bevorzugt nicht zu groB - zwischen etwa 100 
und 250 Basenpaare auf dem zu amplifizierenden Template, urn auch unvoilstandi- 
ge fragmentierte DNS/RNS-Stucke, die in der zu untersuchenden Probe voriiegen, 
amplifizieren zu konnen. Auch die Primer selbst sollen nicht zu lang sein, da dies zu 
interner Loop-Bildung und anderen sterischen Veranderungen Storungen fuhren 
kann, welche die Hybridisierungseigenschaften nachteilig beeinflussen. Hier wurden 
Primer mit etwa 16 bis etwa 25 bp als sinnvoll angesehen 
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Es ist uberraschenderweise auch gefunden worden, dafc in der Praxis hSufig nur 
Bruchstucke von RNS/DNS vorliegen, die durch grofce Primer nicht amplifiziert wer- 
den konnen, aber der Amplifikation von kurzen Primern zuganglich sind. Dennoch 
ist deren Auffinden wichtig, da es zu einer schnelleren und effektiven Behand- 
lungsmoglichkeit fuhren kann. GemaB einem Aspekt der Erfindung sind die Primer 
gelabelt - bspw. ist der Riickwarts Primer im Bereich der letzten Base mit einem 
Fluoreszenz-transferfahigen Farbstoff, wie Fluoreszein, gelabelt - dadurch enthalten 
alle amplifizierten Nucleinsauren das Label am Konsensus-Bereich dieses Primers - 
wobei hier bevorzugt ein fluoreszierendes Label eingesetzt wird, das sich fOr FRET 
eignet, wie Fluoreszein, das an Thymidin gebunden sein kann. 

Ein Konsensus-Bereich der hier beispielhaft genannten 16S-Region ist bspw. 16 - 
20 Basenpaare lang - und verlauft bei E.coli urn das bp 350 (s. Fig. 12), wahrend 
der untere Konsensus-Bereich urn das Basenpaar 525 liegt - an den unteren Be- 
reich schlieBt sich - in 5-Richtung gesehen - ein Unterscheidungs-Bereich an, der 
innerhalb der gram(+) Bakterien und der gram(-)Bakterien starke Ahnlichkeiten auf- 
weist und etwa 3 Basenpaare lang ist. 

Wegen der internen Loop-bildung sollten diese Konsensus-Primer fur die 16S- 
Region zwischen etwa 16 bis etwa 25 bp lang sein. Die zwischen den hochkonser- 
vierten Bereichen der Primerbindungsstellen liegende variable bakterienspezifische 
Region ist ca 132 bp lang und hochspezifisch in ihrer Basensequenz fur das Genom 
verschiedener Bakterienspezies. 

Bei einem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel wurden als Vorwarts-Primer (Primer- 
Lange: 16-18 Basen) fiir bakterielle 16rRNS solche gestaltet, die an den 16rRNS- 
Bereich des gram-Bakteriums E. coli im Bereich der konservierten Region bp 341 - 
368 binden, wahrend der dazugehorige Ruckwarts-Primer im Bereich der konser- 
vierten Region bp 518-535 (Primerlange: 16-28 Basen) bindet. Dies bedeutet, daft 
das Ampiikon der PCR bis etwa 200 bp, bevorzugt kurzer ist. 

Erfindungsgemali ausgewahlte Konsensus-Primer fur die 16S-Region sind die im 
Sequenzprotokoll angegebenen Paare: 
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PLK1 als Vorwarts-Primer, der an die Basenpaare 341 - 368 der E.coli bindet, mit 
16- 17 bp und PLK2 als Ruckwarts Primer, der an die Basenpaare 518 - 535 der 
E.coli bindet, mit 17 bp., oder der Rev PLK2 mit 18 bp (IGuanidin langer als PLK2) 
Als Vorwarts Primer eignen sich auch FOR mit 19 bp oder PRIMER A:mit17 bp 

Der Fachmann kann auf Grundlage der obigen Anleitung jederzeit weitere geeig- 
nete Primer fur hochkonservierte Regionen von mikrobieller DNS/RNS zu finden, die 
multivariante Bereiche, die fDr die Bestimmung der Spezies dienen konnen, umfas- 
sen. Obige Primer sind nur bevorzugte Ausfuhrungsbeisptele fur Bakterien, falls die 
16s rRNA amplifiziert werden soil - falls die 23s rRNS Region zu amplifizieren ist, 
konnen nach dieser Anleitung andere Primer ausgewahit werden - dies gilt auch fur 
andere hochkonservierte Bereiche von Bakterien rRNS, wie 5s RNS. Schlielilich 
kann auch die "Spacer-Region" zwischen diesen Bereichen amplifiziert werden - 
bspw. der Bereich der Position 1493 - 1513 der 16s rRNA von E.coli fur einen A1- 
Primer und der Bereiche der Position23 - 43 der 23s rRNS von E.coli.fur den dazu- 
gehorigen B1-Primer- wie von Barry e. al. In PCR Methods and Applications " Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, ISSSN 1054-9803/91, S. 51 - 56 angegeben. Fur 
Pilze eignen sich bspw. solche, die auf die Basenpaare 544 - 563 von C Albicans 
bzw. bp 1033 - 1014 passen und 18ssu-rRNS - Gen -Sequenz-Teile amplifizieren. 
Ein weiterer Bereich betrifft die Amplifizierung und Analyse des Topoisomerase II 
Gens, welches ebenfalls zur Spezifizierung von Bakterienarten genutzt werden kann 
(Ragimbeau et al., J Appl Microbiol 1998;85(5):829-838). 

Sonden 

Die Sonden kQnnen in an sich bekannter Weise fur die Blot-Technik ausgelegt, 
gelabelt oder ungelabelt sein. Es konnen zwei zusammengehorige Sonden zum 
Nachweis einer Gruppe oder Art eingesetzt werden - bei einer speziellen Variante 
der Erfindung sind sie so ausgelegt, dali sie benachbart eines Konsensus- 
Bereiches binden und an dem dem Konsensus-Bereich benachbarten Ende fur 
FRET (Fluorescence -Transfer - Coupling) mit einem entsprechendem Farbstoff 
gelabelt sind. 
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Unter hochspezifischen Sonden werden im Zusammenhang dieser Anmeldung sol- 
che verstanden, die exakt einer bestimmten Nucleotidsequenz eines Mikroorganis- 
mus entsprechen und nur an dieses Template einer einzigen Spezies binden. 

Unter gruppenspezifische Sonden werden im Rahmen dieser Anmeldung solche 
verstanden, die an eine Gruppe von Spezies mit gemeinsamen Merkmalen binden - 
bspw. gram(+)-Sonden, die an gram(+)Bakterien bindet, da der Bindungsbereich der 
gram(+) Sonde zu untersuchende Bereich fur gram+ Bakterien ubereinstimmende 
Nucleotidsequenzen aufweist. Diese Sonden sind an den Bereich angepaUt und 
unterscheiden sich in einigen wenigen Mismatches von einer vollstandigen Anpas- 
sung. Das gleiche gilt fOr das Pilzsondenpaar HPA und HPS, die untereinander 
FRET-fahig sind, also dann, wenn sie aneinander benachbart binden, den FRET- 
Effekt durch Fluoreszenz bei 640 nm zeigen. HPS und HPA sind typische Vertreter 
des 2-Sondensystems, das im erfindungsgemafJen Verfahren ebenfalls einsetzbar 
ist 

Bakterien-Sonden 
Gruppen-Sonden 

Wie sich aus Fig.10 und 11 ergibt, schlielit an mindestens einen der beiden o.g. 
Konsensus-Bereiche der Bakterien 16rRNS beim bp der E.coli ein Unterschei- 
dungsbereich gram(+)/gram(-) an, der hier ca 3 Basenpaare lang ist (gram- 
spezifischer Bereich). Erfindungsgemali werden verschiedene, Sondentypen ein- 
gesetzt. 

Sonden fur die FRET-Technik sind solche, die an einem Ende mit einem Fluores- 
zenz-Transferfahigen Farbstoff markiert sind, bspw. RBB 740 Oder RBB 640 (zum 
Bsp.. "Light Cycler System - LightCycler Instrument- Beschreibung - Abschnitt 6 - 
erhaltlich von Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim, 
Deutschland) . Falls der farbstoffgelabelte Bereich der Sonde in die N§he eines fluo- 
reszenzQbertragenden anregbaren Molekuls, wie bspw. Fluoreszein kommt, findet 
bei Anregung des Fluoreszeins Fluoreszenztransfer des angeregten Fluoreszeins 
auf einen dadurch anregbaren Farbstoff, bspw. das RBB 740, RBB640 oder einen 
anderen Farbstoff statt, der dann emittiert. Die Voraussetzung fur das Fluoreszenz- 
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signal ist also die rSumliche N9he zwischen Fluoreszein und dem Transfer- 
Farbstoff, sonst tritt der Effekt nicht auf. Fluoreszein kann dabei an eine zweite 
Sonde (2-Sonden-Technik) gebunden sein, wobei dann beide Sonden an benach- 
barte spezifische Regionen binden mGssen, damit der Effekt (Fluoreszenz in einem 
bestimmten WellenlSngenbereich) auftritt 

Unter hochspezifischen Sonden werden im Zusammenhang dieser Anmeldung sol- 
che verstanden, die exakt einer bestimmten Nucleotidsequenz eines Mikroorganis- 
mus entsprechen und nur an dieses Template einer einzigen Spezies binden. 

Unter gruppenspezifische Sonden werden im Rahmen dieser Anmeldung solche 
verstanden, die an eine Gruppe von Spezies mK gemeinsamen Merkmalen binden - 
bspw. gram(+)-Sonden, die an gram(+)Bakterien bindet, da der Bindungsbereich der 
gram(+) Sonde zu untersuchende Bereich fur gram+ Bakterien ubereinstimmende 
Nucleotidsequenzen aufweist. Diese Sonden sind auf den Bereich angepafit und 
unterscheiden sich in einigen wenigen Mismatches von einer vollstandigen Anpas- 
sung. 

ErfindungsgemalS wurden nun neue Sonden entwickelt, die auch einzeln einen 
Nachweis uber FRET ermoglichen. Diese werden nachfolgend als "Single-Sonden" 
bezeichnet. 

Dabei ist ein anregbarer Farbstoff am RQckwarts-Primer an dessen letzte Base ge- 
bunden, sodali bspw. ein Fluoreszein-Label am Ende des Konsensusprimers bei 
der Amplifikation auf der diesem entsprechenden Konsensussequenz der neuen 
RNS am Ende des hochsensitiven Bereichs zu liegen kommt. Die passende Sonde 
kann nun so ausgelegt sein, dali sie direkt neben dem durch den RQckwarts-Primer 
eingegrenzten hochspezifischen Bereich an die Sequenz bindet und an ihrem zum 
Ruckwarts-Primer gerichteten Ende mit einem FRET-anregbaren Farbstoff gelabelt 
ist. Falls die FRET-fahige Single-Sonde also in der Nahe der mittels des markierten 
Konsensusprimers amplifizierten Sequenz bindet, ist Fluoreszenztransfer moglich 
und die DNS nachweisbar. Zum Nachweis des Bindens einer Single-Sonde ist es - 
gegenuber dem Stand derTechnik, derstets zwei Sonden im hochvariablen Bereich 
zum Nachweis benotigte, bei Verwendung der erfindungsgemaBen Kombination von 



WO 01/48237 



17 



PCT/DE00/04610 



mitfluoreszenzfahigem Farbstoff markierten Ruckwarts-Primern und Single- 
Fluoreszenzsonden nur noch notwendig, eine einzige markierte Single-Sonde ein- 
zusetzen - der Aufwand an Sonden kann erheblich erniedrigt werden. 

Selbstverstandlich konnen auch anders gelabelte Sonden, bspw. fOr die Blot- 
Technik oder aber auch Sonden fur die 2-Sonden-Technik eingesetzt werden, falls 
eine andere Sonden-Technik durchgefuhrt werden soli (wird im Zusammenhang mit 
Pilz-DNS-Nachweis nachstehend beschrieben). 

Sonden fur gram+ und gram- Bakterien 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, dad auch in dem hochvariablen Bereich 
zwischen den beiden Primersequenzen der 16srRNS kQrzere Sequenzbereiche 
auftreten, die die gram* und gram- Bakterien gemeinsam haben. Sonden fur eine 
dieser beiden Gruppen mGssen also die ftlr die nachzuweisende Mikroorganismen- 
Gruppe gemeinsame spezifische analoge Sequenz besitzen. Falls bspw.bei gram- 
Bakterien die Identifikation Qber den 1 6RNS-Bereich durchgefOhrt werden soli, eig- 
nen sich bspw. die nachfolgenden erfindungsgema&en Sonden: 

Typische Single-Sonden fur die 16 S RNS von Gram-positiven Bakterien sind:ISP2 
mit 30 Basen Oder ISP mit 24 Basen 

Typische Single-Sonden ftlr Gram-negative Sonden ISN2 mit 28 Basen oder ISN 
mit 23 Basen 

Bspw. binden die gruppenspezifischen Single-Sonden ISN2 fur gram- Bakterien mit 
der Sequenz in 5'-3' Richtung von accgcagaataagcaccggctaacgtgc X,wobei X = 
LC640 an den Bereich der bp 467 - 497 des 16rRNS-Gens bei E. coli, die fur im 
wesentlichen alle gram - Bakterien auf dem 16sRNS Gen gleich ist:: 
Single-Sonden fiir gram+ Bakterien binden an die bp von E. coli 

Die Gruppenspezifische Single-Sonden zum Auffinden von gram+ Bakterien 
ISP2* bindet an den Bereich der bp 467 - 497 des 16rRNS-Gens bei E. coli, die fOr 
im wesentlichen alle gram - Bakterien auf dem 16sRNS Gen gleich ist:: 
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Beide Sonden mussen mit einem Ruckwarts-Primer wie PLK2* verwendet werden, 
der bei bp 517 der E. coli endet und in dieser Region mit Fluorescein gelabelt ist 

Die hier verwendeten gruppenspezifischen Sonden sind Qber die gemeinsame Se- 
quenz der Gruppe hinaus verlangert worden oder weisen einige wenige Mismatches 
- bevorzugt 1 - 4 und besonders bevorzugt 1 - 3 bei einer Sondenlange von ca 25- 
30 bp auf, so da(i bei verschiedenen Bakterien der Mikroorganismen-Gruppe un- 
terschiedlich viele Mismatches auftreten. Diese Mismatches lassen sich dann u.a.. 
durch unterschiedliche Schmelzpunkte und Schmelzkurven des Hybrids mit dem 
DNS-Amplifikat nachweisen und erlauben eine Differenzierung der anwesenden 
Bakterien-RNS. 



Weitere Beispiele fur keimspezifische Sonden und Konsensus-Primer konnen - wo- 
bei die Erfindung keinesfalls auf diese beschrankt ist, sind die nachfolgend aufge- 
fuhrten Oligonucleotide: 

Liste 1 

Basensequenzen von Beispielen von als Sonden und Primer anwendbaren Oiigo- 
nucleotiden in 5' nach 3' Richtung: 



Nucleot. Keim 

spezifische Sonden Bakterien 

SLK1 E. coli 

SLK 2 Staph, epi 

SLK3 Pseudomonas 

SLK 4 Acinobacter baumanii 

SLK 5 Staph, aureus 

SLK 6 Enterococcus faecium 

SLK 7 Enterococcus faecialis 

SLK 8 Haemophilus influ. 

SLK 9 Enterobacter cloacae 

SLK 10 Klebsiella pneumoniae 

SLK 11 Serratia 

SLK 12 Legionella pneu. 



Sequenz (S-S'-Richtung) 

agggagtaaagttaatacctttgctc 

gaacaaatgtgtaagtaactatgcacg 

ggaagggcagtaagttaataccttg 

atacctagagatagtggacgttactc 

gaacatatgtgtaagtaactgtgcaca 

gatgagagtaactgttcatcccttg 

gacgttagtaactgaacgtcccct 

tgatgtgttaatagcacatcaaattgac 

gacagggttaataaccctgtcgatt 

cgatgaggttaataacctcatcgatt 

aatacgctcatcaattgacgttactc 

ggttgataggttaagagctgattaac 
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SLK 13 Proteus vulgaris 
SLK 14 Bacteroides fragiles 
SLK 15 Streptococcus pyogenes 
SLK 16 Mycobact. pneum. 
SLK 17 Corynebact. Jejuni 
SLK 18 Enterobacter aerog 
SLK 19 Mycobact. tuberculosis 



tgataaagttaatacctttgtcaattgac 

tgcagtatgtatactgttttgtatgtatt 

gtgggagtggaaaatccaccaagt 

gtaatggctagagtttgactgtacca 

cactgtgtggtgacggtacctg 

accttggcgattgacgttactcgc 

ctctcggattgacggtaggtggag 



gruppenspez. Sonden Bakterien (gram+/gram-) 



SKNl gram(-)Sonde 
ISN2 gram(-)Sonde 

ISN2* gram(-)Sonde 

ISN gram(-)Sonde 

SKPI gram-positiv-Sonde 

ISP2* gram-positiv-Sonde, gelabelt 

ISP2 gram-positiv-Sonde, gelabelt 

ISP gram-positiv Sonde, gelabelt 



gaggcagcagtggggaatattg 
accgcagaataagcaccggctaactccgtgcX, 
wobei X = LC640 
ccgcagaataagcaccggctaactccgtX 
wobei X = LC640 
agaagcaccggctaactccgXtgc 
gaggcagcagtagggaatcttc 
cctaaccagaaagccacggctaactacgtg X, 
wobei X= LC705 

cctaatcagaaagcgacggctaactacgtgcX 
wobei X= LC705 
agaaagccacggctaactacgXtgc 
wobei X= LC705 



Vorwarts-Primer Bakterien 16rRNS: 
PLK1 H tacgggaggcagcagt 
FOR tcctacgggAggcagcagt 
PLK1 ctacgggaggcagcagt 
AR3: gcg gtg aaa tgc gta gag at 

RQckwarts-Primer Bakterien 16 rRNS: 



PLK2H 

REV iFL, gelabelt 
Primer iFL 
AR4: 

Vorwarts-Primer Pilze: 
PFUI Pilz-Konsensus-Primer 
RQckwarts-Primer Pilze: 



tattaccgcggctgctX 
gtattaccgcggctgcXtg 

tattaccgcggctgcXtg, wobei X = Fluoreszein 
gtt tac ggc gtggactacca 

attggagggcaagtctggtg 
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PFU2 Pilz-Konsensus-Primer 



ccgatccctagtcggcatag 



Sonden fur Pilze: 



spezifische Sonden: 
Seal Candida albicans 



tctgggtagccatttatggcgaaccaggac 



SCKI 



Candida krusei 



gtctttccttctggctagcctcgggcgaac 
tttccttctggctagcctttttggcgaacc 
gttggccggtccatctttctgatgcgtact 
ttctggctaaccccaagtccttgtggcttg 



SCPI Candida parapsilosis 



Sctl Candida tropiealis 
Stg 1 Torulopsis glabrata 
SAUI Aspergillus 



catggccttcactggctgtggggggaacca 



gruppenspez. Sonden: 



HPA allgem.Pilzsondel 
HPS allgem.Pilzsonde 2 



ctgaatgattaatagggacggtcgg-Fluorescein 
LC640-ggtatcagtattcagttgtcagaggtgaaa 



Die Erfindung kann mit den oben aufgefQhrten Oligonucleotiden verwirklicht werden, 
sie ist aber keineswegs auf die oben beispielhaft aufgefQhrten Mikroorganismen und 
Nucleotide eingeschrankt, sondern laBt sich, mutatis mutandis, wie dem Fachmann 
offensichtlich ist, auch auf weitere Mikroorganismen mit anderen Nucleotide anwen- 
den. 

Fig.2, 3 und 4 stellen Moglichkeiten dar, die sich durch Verwendung von Oligo- 
nucleotid-Sonden bei der PCR ergeben. Hier handelt es sich urn spezifische neue 
Sonden: ISN1 fur gram-negative Bakterien und die gruppenspezifische Sonde ISP 
fur gram-positive Bakterien. Dargestellt sind als Beispiel DNS von E. coli und 
Staph.epidermidis. Wahrend die gram-negative Sonde bei der PCR nur ein Signal 
von E. coli liefert, ergibt sich mit dieser Sonde bei der Probe mit DNS von Staph.epi. 
kein Signal (Fig.2 oberer Teil). Umgekehrt identifiziert die Oligonuleotid-Sonde fur 
gram-positive Bakterien eindeutig das gram+-Staph. epi, ist aber fGr die Probe mit 
DNS von E. coli negativ 

Fig.3 und Fig. 4 stellen fur die gleichen Sonden die Schmelzkurvenanalyse dar. 
Auch an Hand der Schmelzkurven kann eine eindeutige Unterscheidung mit Hilfe 
der Oligonucleotide durchgefuhrt werden. DarQber hinaus ist es moglich, auch in- 
nerhalb der gram-negativen Bakterien an Hand der Schmelzkurvenanalyse der 
Sonde fur gram-negative Bakterien weiter zu differenzieren. 
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Fig. 5 stellt dar, daB sich bereits bei einem (n = 1 ) Mismatch (Pseudomonas aeru- 
ginosa) eine deutlich niedrigere Schmelztemperatur ergibt als bei einem kompletten 
Match der Sonde (Enterobacter aerogenae und Serratia marcescens). 

Nachfolgend soil anhand von Ausfuhrungsbeispielen die Erfindung naher erlautert 
werden. 

A, Qualitative Bestimmuno von Mikrooraanismen 

Befcptel 1; 

Isolation der DNS aus Vollblut: 

Zur Isolation derfreien bakteriellen DNS aus Patientenplasma wird Vollblut in ein 
EDTA-Vollblutrohrchen (3,2 ml; Sarstedt) gesammelt. Das Vollblut wird sofort nach 
der Abnahme bei 2000g 3min zentrifugiert. Das uberstehende Plasma wird von den 
zellularen Bestandteilen vorsichtig abgezogen. Das Plasma wird entweder direkt 
weiter bearbeitet, oder bei - 25°C gelagert. 

Die DNS-Praparation erfolgt einheitlich mit dem Nucleinsaure-lsolations-Kit "High 
Pure viral Nucleic Acid Kit" der Firma Roche Molecular Biochemicals. Die Zentrifu- 
gationsschritte werden in einer Zentrifuge der Firma Heraeus durchgefuhrt. FQr die 
Inkubationen steht ein Thermomixer von Eppendorf zur Verfugung. Gearbeitet wird 
mit Pipetten von Eppendorf. Atle Pipettenspitzen sind autoklaviert und mit Filtem 
versehen. (Das Prinzip ist von Vogelstein, B. u. Gilles in D. Proc. Natl. Sci. USA 76, 
615-619 beschrieben, worauf in vollem Umfang bezug genommen wird.). 

Folgendes Standardprotokoll wird zur Gewinnung von DNS aus 200 ul Plasma an- 
gewandt:ln einem 1,5 ml Eppendorf ReaktiosgefSB werden 250 ul Plasma mit 200 ul 
Bindepuffer (6M Guanidiniumchlorid, 10 mmol Harnstoff, 10mM Tris-HCI, 20% Triton 
X-100(v/v) in 25 ml , pH 4,4 (25°C)), und 40 ul Proteinase K-L6sung (90 mg lyophili- 
sierte Proteinase K + 4,5 ml bidest. H20) vermischt und 10 min bei 72oC inkubiert. 
Dann wird die so behandelte Probe mit 100 ul Isopropanol versetzt und gut ge- 
mischt. Die Probe wird in das obere Reservoir der High Pure Filter-Tube pipettiert 
und 1 min bei 8000 x g zentrifugiert. Der Waschschritt mit i-Propanol wird wieder- 
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holt Die Elution der im Tube gebundenen Nukleinsauren erfolgt mit 50 ul Eluti- 
onspuffer ebenfalls fur 1 min bei 8000 x g. Die im Aufanggefass erhaltene DNS- 
Losung wird entweder bei - 25°C gelagert oder sofort fQr die PCR verwandt. 

Dekontamination des Masterrnixes: 

Die 16 S RNS ist innerhalb des bakteriellen Genoms eine hochkonservierte Region 
und eignet sich daher sehr gut fur den allgemeinen Nachweis mikrobieller DNS 
durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Kontaminierende bakterielle DNS von 
recombinant hergestellten Reagenzien wird allerdings ebenso mitamplifiziert und 
fuhrt zu einem "Hintergrundrauschen" des Verfahrens aufgrund der Amplifikation 
kontaminierender mikrobieller DNS. 

Aufgmnd der rekombinanten Herstellung aller kommerziellen Taq-Polymerasen in 
einem bakteriellen Wirt und einer unzureichenden Aufreinigung des Enzyms, stellt 
die Taq-Polymerase selbst die Hauptkontaminationsquelle von mikrobieller genomi- 
scher DNS dar. Eine Dekontamination der Polymerase und des Mastermixes, wel- 
cher die wesentlichen Reagenzien der PCR enthalt, vor Zugabe der Template DNS 
ist notwendig, urn das sogenannte Hintergrundrauschen der Methodik zu verringern. 

Alle folgenden Reagentien stammen, wenn nicht anders angegeben, aus dem 
SYBR Green 1 Kit (Roche). Ansatz des Mastermixes zur Dekontamination in einem 
sterilen 1,5 mL Eppendorf Reaktiosgefali: 

9,4 ul ddH20) 

2,4 ul MgCI2 -Stammlosung) 
2,0 ul CYBR-Green 1 Mastermix) 

0,2 ul (entspr. 1 Einheit) Enzym Mbo 1 (New England Biolabs) 

Der Ansatz wird kurz gevortext und zentrifugiert (13000g ,10 s). Es folgen 45 min 
Inkubation bei 370C, in denen das Restriktionsenzym kontaminierendes bakterielles 
Template schneidet, das so in der folgenden PCR nicht mehr amplifiziert werden 
kann. Nach dieser Dekontamination wird die Restriktionsendonuklease bei 950C 3 
min inaktiviert - AbkOhlen auf Eis. Danach werden je 0,5 ul (entsp. 10 pMol) PCR- 
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Primer AR3 und AR4 - diese schlieden keine hypervariable Region ein - hinzuge- 
fQgt Diese hier verwendeten Primer werden von Biomol (Belgien) bezogen und sind 
HPLC gereinigt. 

Die Primersequenzen lauten wie folgt: 

Vorwarts: AR3: 5-gcg gtg aaa tgc gta gag at-3' 

Ruckwarts: AR4: 5-gtt tac ggc gtg gac tac ca-3' 

Der Mastermix wird anschlieftend kurz gevortext und zentrifugiert (13000g, 10 s). 
Danach werden 15 ul des dekontaminierten Mastermixes in die LightCycler- 
Kapillare Qberfuhrt und 5 ul Proben-DNS (oder Standard-Verdunnungs-Proben, 
Sau.) hinzugefugt. Die Kapillaren werden danach verschlossen, bei 1000g 10 sec 
zentrifugiert und in den LightCycler-Rotor eingesetzt 

Beispiel 2 

Aufbereitung einer Patientenprobe (BAL) 

Es wurde bronchioaivaeoiare Lavage (BAL) mit Wasser - dies bedeutet, dali Was- 
ser uber ein Bronchoskop in die Lunge zum Spulen eingebracht und dann wieder 
abgesaugt wird, aufbereitet. Dazu wurden 200 pi BAL mit dem High Pure Viral 
Nucleic Acid Kit der Fa.ROCHE aufgearbeitet - d.h. sie werden mit 200jal Arbeitslo- 
sung, bestehend aus 200 pi Bindepuffer ( 6M Guanidiniumchlorid, 10 mMol Ham- 
stoff, 10mM Tris-HCI, 20% Triton X-100(v/v) in 25 ml , pH 4,4 (25°C)), in dem 2 mg 
poly(A)carrier-RNA-Lyophilisat gelost sind, versetzt und anschlieliend mit 40 pi 
Proteinase K-L6sung (90 mg lyophilisierte Proteinase K + 4,5 ml bidest. H20). Nach 
Zugabe der wassrigen Proteinase-K-L6sung wird sofort gut gemischt und 10 min bei 
72 °C inkubiert. Nach Inkubation werden die Proben mit 100 ul Isopropanol p.A. 
versetzt und gut gemischt. Nun wird ein high Pure Filter-Tube - mit speziell aufbe- 
reitetem Glasmaterial - PolypropyiengefaBe mit einer Aufnahmekapazitat von bis zu 
700 ul Probevolumen, die Glasfaservlies enthalten - in ein 2 ml Polypropylen- 
AufanggefalJ eingesetzt und die Probe in das obere Reservoir pipettiert.Das Auf- 
fanggefall mit Filter-Tube und Probe wird in einer Standard-Tischzentrifuge 1 min 
mit 8000 x g zentrifugiert. Der aus dem Filter-Tube Rohrchen austretende Durchlauf 
wird verworfen - die DNS bieibt in dem Filter-Tube Rahrchen gebunden. Das Filter- 
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Tube wird in ein neues AuffanggefaB eingesetzt. Die daran gebundene DNS wird 
mit 450 ul Waschpuffer (20mM NaCI, 20mM Tris HCI, pH 7,5(25°C) in 40 ml 
abs.Ethanol p.A.+ 10 ml Wasser), der in das obere Reservoir pipettiert und durch 
Zentrifugation uber 1 min bei 8000 x g durch das Rohrchen der Tube gedriickt wird, 
gewaschen. Dieser Waschschritt wird mit 450 ul Waschpuffer in einem neuen Auf- 
anggefalX wiederholt, wobei nun nach Abschluli der Zentrifugation bei 8000g 10s 
bei max. Geschwindigkeit der Zentrifuge - ca 13000xg zentrifugiert wird. 

Das Auffanggefali wird danach verworfen und das gewaschene Filter-Tube in ein 
neues, nuclase-freies 1,5 ml ReaktiosgefSS eingesetzt. Zur Elution der Nucleinsau- 
ren von der Glasoberflache werden nun 50 ul Elutionspuffer (nuclease-freies bidest. 
H20), der auf 70°C erwarmt wurde), in das Filter-Tube pipettiert und 1 min bei 8000 
x g zentrifugiert. Die austretende Nucleinsaure-Losung wird sofort in der PCR wei- 
terverarbeitet (oder fQr spStere Analysen bei 2- 8 °C gelagert). 

Die Isolation der Nucleinsauren kann aber mit jedem anderen geeigneten Verfahren 
stattfinden, so bspw. mit dem MAGNA-Pure-Gerat der Fa ROCHE, das automati- 
sche Extraktion von Nucleinsauren aus Losungen ermoglicht und dadurcb Fehler, 
die durch eine unautomatisierte ProbennameA/erarbeitung auftreten konnten, ver- 
meidet. Die Isolation von Pilz-DNS aus Vollblut ist bspw. in der WO 97/07238 be- 
schrieben, auf die Offenbarung wird in vollem Umfang bezug genommen. 

Beispiel 3 

Amplifikation der isolierten bakteriellen Nucleinsauren mit gelabelten Konsensus- 
Primern und gelabelten gram+ spezifischen sowie gram-spezifischen Sonden 

Jeweils 2ul Probelosung. mit Bacteroides fragilis, Pseudomonas aeruginosa, Esche- 
richia Coli und Klebsiella pneumoniae werden mit 2ul Mastermix ,2ul Fast Start Mix 
f. hybProbes-Roche, 2,4 ul 25mM MgCI2 in H20, 10 pMol PLK1 Primer und 8 pMol 
des fluoreszenzmarkierten Ruckw§rts-Primers IFL versetzt. Der Primer IFL ist an 
der vorletzten Thymidin-Base mit Fluoreszein gelabelt, so dalS die amplifizierte DNS 
stets ein Fluoreszein-Label enthalt, das nahe der spezifischen Region der 16S- 
Region eingebaut ist. Der FastStart Mix der Fa. Roche fur die PCR, wird bevorzugt 
verwendet. Es werden 3 pMol gram(+)Sonde ISP2, die am letzten Guanidin mit 
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LC705 gelabelt ist und 3 pMol der gram(-)Sonde ISN2, die mit LC640 am Thymidin 
des 3-Endes gelabelt ist, zugesetzt und auf 18 ul mit dest hochreinem H20 ver- 
dunnt 

Mastermix und Probe werden vereinigt, in PCR-Kapillaren eines Light-Cyclers gefOllt 
und durch Zentrifugation in einer Laborzentrifuge bei 800 x g uber 1 min in die Ka- 
pillare herunterzentrifugiert. AnschlieBend wird die Kapillare in den Light Cycler ein- 
gesetzt und 45 Zyklen zwischen 95 und 52 °C gefahren. 

Im Anschlull an die Amplifizierung wird als Abschlufi der PCR im Light Cycler eine 
PCR-Schmelzkurve unter Auswertung im 640 nm Kanal ermittelt. Die Schmelzkur- 
ven der verschiedenen Bakterien-DNS sind in Fig. 6 dargestelit. Die Fig.6 zeigt, daB 
die Messung in 640 nm Kanal die spezifisch durch die gram-Sonde erfaliten Ampli- 
fikationsprodukte ergibt, bzw. das Hybridisationsprodukt zwischen dieser Sonde und 
der Bakterien-RNS, wobei sich je nach unterschiedlichem gram (-) Keim eine unter- 
schiedliche Schmelzkurve ergibt. Bakterien-DNS von gram(+)Bakterien kann im 705 
nm Fenster bei Markierung der gram(+) Sonde in der gleichen Probe gemessen 
werden. Durch den Einsatz der verschieden gelabelten Sonden ist es moglich, mit 2 
Sonden in einer Probe gram(+) und gram(-)Bakterien zu erkennen und aufgrund des 
Schmelzpunktes zu differenzieren. 

Deutlich ist in Fig. 6 zu sehen, dafi die Sonde mit unterschiedlichen Bakterien-RNS 
verschiedene Schmelzkurven liefert, die durch die Mismatches zwischen der Sonde 
und der DNS erklarbar sind. Durch die Unterschiede in den Schmelzkurvenformen 
mit gram(-) Bakterien-DNS laBt sich eine recht genaue Bestimmung des Bakteri- 
ums, das in der Losung Probe anwesend war, durchfuhren. Hier tritt eine erste 
Schmelzkurve im Bereich von.40 - 55°C auf - d.h. das Abschmelzen der Sonde vom 
Bacteroides Amplifikat (Bacteroides) erfolgt hierfrflh, als nachstes folgt Pseudomo- 
nas mit einer zweiten, sehr breiten Schmelzkurve im Bereich von 45 - 65 °C. Aus 
der Kombination der Schmelzkurvenanalysen konnen hier die Keime verschiedener 
Bakterienarten weiter differenziert werden, ohne daB eine weitere PCR oder ein 
Offnen der Kapillare zur Zugabe eines weiteren Reagens notwendig ware. 



Beispiel 4 
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Nachweis mehrerer Bakterienarten aus Reinzuchtstammen nebenineinander; 

Es wurde eine Mischung 1:4 Pseudomonas mit Staph, epidermidis hergestellt und in 
Anwesenheit der Sonden 1SP2 amplifiziert, wie im vorangehenden Beispiel angege- 
ben. Die Schmelzkurve in Fig. 7 zeigt deutlich, daB ISP2 nur staph, epi. erkennen 
kann und daB das Signal von Staph, epi. durch pseudomonas nicht gestort wird. 
Das Vergieichbare ergibt sich aus Fig. 8, wo der gleiche Versuch mit ISN2 durch- 
gefuhrt wurde- auch hier ergibt sich nur der gram(-) Mikroorganismus Pseudomo- 
nas, dessen Anzeige offensichtlich durch staph.epi. nicht gestort wird. 

Der Nachweis verschiedener Spezies nebeneinander in einer Messung ist somit 
moglich. 

Beispjel 5 

Nachweis von Pilz-DNS aus Reinzuchtstammen 

Sonden/Primerkombinationen, die spezifisch fur die Ampiifikation/Detektion von 
Pilz-DNS eingesetzt werden konnen, befinden sich in der Liste 1. Die Methodik er- 
folgt analog zur Detektion der Bakterien. 

Beispiel 6 

Nachweis und Bestimmung von Bakterien-rRNS aus Patientenproben 

Es wurden jeweils 3 ml einer bronchioalvaeolaren Lavage (BAL) mit Wasser - dies 
bedeutet, dad Wasser Qber ein Bronchoskop indie Lunge zum Spulen eingebracht 
und dann wieder abgesaugt wird, die von zwei fntensiv-Stations-Patienten P2 und 
P4, die an Lungenprobleme litten, stammte, 1:50 mit bidestilliertem Wasser ver- 
dunnt. Erganzend ist festzustellen, daB bei Gesunden eine BAL keine Keime ergibt. 

Die so verdtinnte BAL-Flussigkeit wurde mitteis des High Pure Viral Nucleic Acid 
Kit, wie in Beispiel 2 angegeben, gereinigt. 

Danach wurde die so aufbereiteten Probe in verschiedene Kapillaren aufgeteilt: 
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Jede Probe wurde im LightCycler mit Konsensus-Primern PLK1 und PLK2 in Ge- 
genwart von SYBR Green amplffiziert und sodann nach 40 Zyklen im SYBR-Green- 
Format die Fluoreszenz der doppelstrangigen Amplifikate und deren Schmelzver- 
halten untersucht. Das Ergebnis ist in Fig. 1b dargestellt. 

Wie durch Vergleich mit Fig. 1 ersichtlich, ist der Schmelzpunkt des amplifizierten 
doppelstrangigen DNS-Teils von P4, der mit SYBR-Green angefarbt wurde, gleich 
dem, der mit einer Reinzucht von Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27852) gemes- 
sen wurde - er liegt im gleichen Bereich wie Enterococcus faecalis, Streptococcus 
pneum. und staph epidermidis - mittels der PCR/SYBR-Green Untersuchung konn- 
ten die moglichen Mikroorganismen auf wenige zu testende Keime eingeschrankt 
werden. Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Mikrobiologie, die mehrere Tage 
nach der Probenahme diesen Keim nachweisen konnte, bestatigte die Ergebnisse 
der PCR/Schmelzpunktanalyse, die innerhalb einer Stunde vorlag. 

Die Probe des Patienten P2 wurde ebenfalls mit den Konsensus-Primern PLK1 und 
PLK2 amplifiziert und sodann der Schmelzpunkt des gebildeten doppelstrangigen 
Produkfs mit SYBR-Green Untersucht - der Schmelzpunkt des ampiifizerten Pro- 
duces entspricht demjenigen von Enterobacter cloacae und Serratia marcescens - 
wie aus Fig. la ersichtlich - die mikrobiologische. Untersuchung zeigte, daft enter- 
obacter cloacae vorlag. 

Demnach war es durch das erfindungsgemafte Verfahren moglich, innerhalb einer 
Stunde die tatsachlich spezifisch zu testenden moglichen Mikroorganismen im Hyb- 
Probe-Format stark einzuschranken, wobei dann eine genaue Bestimmung - bspw. 
mit spezifischen Sonden, innerhalb einer weiteren Stunde erfolgen kann und die 
Therapie schnell, auf den Mikroorganismus abgestellt, effektiv beginnen kann. 

Die gleiche BAL-Proben von P4 und P2 wurden auch mit den Konsensus-Primern 
PLK1 und PLK2 sowie dem Sondenpaar ISN2/ISP2, versetzt und nach der Amplifi- 
kation der PCR im Light-Cycler, untersucht. Das Ergebnis der Schmelzpunktanalyse 
des Hybridisationsproduktes mit ISN2/ISP2 ist in Fig. 9 dargestellt. Deutlich ergibt 
sich, daft auch hier bei P4 nur eine Fluoreszenz der ISN2-Sonde (fluoresziert bei 
640 nm) gemessen werden kann - wobei die Kurvenform der von Pseudomonas mit 
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der ISN2-Sonde entspricht - wie sich aus dem Vergleich mit der Kurve mit dem 
Reinzuchtkeim in der gleichen Fig.9 sowie in Fig. 6 ergibt. Danach erschien die 
Anwesenheit von Pseudomonas wahrscheinlich. Das gleiche zeigt sich fur die 
Schmelzpunkt. Somit ist es mittels der Sonde ISN2 moglich, nur gram-negative 
Bakterien aufzufinden - also die gram(+) Bakterien bereits auszuschlieBen - und 
dann aufgrund der speziellen Schmelzpunkte des Hybridisationsprodukts die Aus- 
wahl noch enger einzuschranken bzw. in vielen Fallen, den Mikroorganismus bereits 
in diesem Run direktzu bestimmen. 

Die Probe P2 zeigte eine Kurvenform, die der von Enterobacter cloacae ahnelte - 
tatsfichlich konnte die Anwesenheit dieses Keims wieder durch die Mikrobiologie 
bestatigt werden. 

Somit ist es erfindungsgemaS moglich, im SYBR-Green-Format Qber die Bestim- 
mung der Schmelzpunkte des amplifizierten Produktes bereits eine Vorauswahl 
moglicher anwesender Keime zu treffen - im Sondenformat konnen mittels gruppen- 
spezifischer Sonden engere Unterscheidungen moglicher Mikroorganismen inner- 
halb kurzester Zeit durchgefuhrt werden. 

In einer weiteren PCR kfinnte dann - wie bspw. aus Light-Cycler-System - der An- 
leitung des Light-Cycler-lnstrumentes - bekannt - der Mikroorganismus mittels spe- 
zifischer Sonden und deren Schmelzpunkt bestimmt werden. Durch das erfindungs- 
gemaBe Verfahren ist aber eine starke Einschrankung der tatsachlich mittels spezi- 
fischer Sonden durchzufQhrender Versuche moglich - bzw. bei vielen Keimen, deren 
Schmelzkurven so typisch verlaufen, dali keine weitere Schmelzkurve diesen Ver- 
lauf aufweist, kann eine weitere Nachbestimmung vermieden werden. 

B. Quantifizierung der DNS: 

In vielen Fallen ist es erwQnscht, feststellen zu konnen, ob die Keimbelastung der 
ursprQnglichen Probe hoch war und somit auf eine akute Infektion hindeutet, oder 
aber ob sie eher gering ist - also eine abgeklungene Infektion oder aber eine begin- 
nende Infektion andeutet. Es ist so auch festzustellen, ob es sich moglicherweise 
urn eine ubliche Besiedelung handeln konnte, oder ob diese Besiedelung mit Mikro- 
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organismen pathogen ist. Dazu ist es notwendig, einen entsprechenden Vergleichs- 
standard herzustellen. 

Ansetzen einer Standard-Verdunnnungs-Reihe: 

FQr die quantitative Bestimmung bakterieller genomischer DNS ist es notwendig, 
eine Standard-VerdOnnungs-Reihe mit bekannten DNS-Konzentrationen aus Tem- 
plate DNS herzustellen, die bei jeder PCR mitamplifiziert wird. Aus der Fluoreszenz 
der Standard-Verdunnungs-Proben ermittelt der LightCycler (Roche) eine Regressi- 
onsgerade, uber welche die Konzentration der Proben berechnet wird. 

Fur die Standard-Verdunnungs-Reihe wurde genomische DNS von staphylococcus 
epidermidis photometrisch bei 260 nm quantifiziert. Hierbei entspricht eine Optische 
Dichte (OD) von 1 ,0 50 ul/ml doppelstrSngiger DNS. Die Reinheit der Proben wird 
aus dem Verhaltnis OD(260) : OD(280) ermittelt. Ein Verhaltnis von 1,8 - 2,0 gilt als 
rein. Anschlieliend erfolgt eine VerdQnnung auf 500, 100, 50, 10, 5 und 1 fg/ul. Von 
diesen wurde je 5 ul als Template dem PCR Mastermix zugesetzt. 

Herstellung eines Plasmid-Standards 

Es hat sich herausgestellt, dali ein genomischer Standard nicht immer optimal zur 
Amplifikation ist, da aufgrund unterschiedlich methylierter Seitenketten keine voll- 
standig einheitliche Amplifikation erfolgt. Daher wurde ein Plasmid-Standard erar- 
beitet. 

Ein PLK-Produkt (180 Basenpaare) - d.h ein solches, das von den beiden PLK- 
Primem amplifiziert wird, wird in den Vektor pCR(r)4TOPO(r) der Fa. Invitrogen ge- 
nial* dem TOPO TA Cloning Kit for Sequencing einkloniert, in den Bakterien dieses 
Kits transformiert, dort amplifiziert und dann aus diesen Bakterien isoliert und quan- 
tifiziert (photometrisch bei OD 260 nm : 1 = 50ug/ml) - s. Maniatis oder aber Shu- 
man, S.(1994), J. Bio. Chem. 269, 32678 - 32684 und Bernard, P. etal. (1993) J. 
Mol. Bio.. 234,534-541) 

Die Quantifizierung kann auch durch jegliches anderes geeignetes Verfahren, bspw. 
mit SYBR-Green nach dem Verfahren der FHG fur Grenzflachenforschung, Stutt- 
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gart, Deutschland erfolgen. Das quantifizierte Produkt wird verdunnt und mit Was- 
ser fur die Eichkurve verwendet. 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR): 

Die PCR erfolgt auf einem LightCyder (Roche) unter Verwendung der Lightcycler 
Run Software 3.39. Es wurde zunachst eine initiate Denaturierung bei 950C 30 sec 
mit 207sec Transition Rate durchgefuhrt. Es schlossen sich 45 Zyklen an mit: 

Denaturierung 95°C, 1 sec, 207sec 
Annealing 60°C, 5 sec, 207sec 
Extension 72°C, 7 sec, 207sec 

Measurement 83 °C, Osec, 207sec, (Acquisition Mode: single) an. 

Im AnschluB an die Amplifizierung wird das entstandene Produkt mittels Schmeiz- 
kurve analysiert. Die Bedingungen hierbei sind: 

Denaturierung 95°C, 3 sec, 20°C/sec 
Cooling 60°C, 30sec, 20°C/sec 

Measurement 95°C, 0 sec, 0.1°C/sec, Acquisition Mode: continuous. 

AbschliefJend wurde die PCR durch einen KQhlschritt mit 40°C, 30sec, 207sec be- 
endet. 

Datenanalyse / Quantifizierung 

Fur die Datenanalyse und Quantifizierung der bakteriellen DNS wird die halbauto- 
matische Lightcycler Software 3.1 .102 eingesetzt. Der Ablauf der Analyse und 
Quantifizierung erfolgt in drei Schritten und wird durch die Software vorgegeben: 

1 Festlegung der Autofluoreszenz-Schwelle durch Software im Arrhythmetik- 
Modus 
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2. Festlegung des Noise-Bands manuell anhand der Kurven der Standard-Ver- 
dunnungs-Reihe. Das Noise-Band wird in den loglinearen Anteil der Standard- 
VerdQnnungs-Reihe unmittelbar nach dem unteren Inflektionspunkt gelegt. 

3. Die Quantifizierung der Proben erfolgt anhand einer Regressionsgeraden, die 
durch die LightCycler-Software anhand der Standard -Verdunnungs-Reihe ermittelt 
wird. 

Beispiel 7 

Bestimmung bakterieller DNS im Plasma von Sepsis-Patienten mit Blottechnik/PCR ' 

Es wurden die gleichen Verfahrensschritte, wie bei Beispiel 2 jam anhand von Plas- 
ma von Sepsis-Patienten durchgefQhrt, allerdings erfolgte die Dekontamination der 
PCR-Reagentien auf die nachfolgende Weise: 

Reinigungsverfahren 

Da die fur die PCR verwendeten Polymerasen meist bakterielien Ursprungs sind 
und daher haufig mit bakterieller DNS verunreinigt sind, ist es in der Regel notwen- 
dig, die Verunreinigung vor der unspezifischen PCR unschadlich zu machen, urn zu 
verhindem, dali die verunreinigende DNS mitampiifiziert wird und so zu einem 
falsch-positiven Ergebnis fuhrt. Es ist daher sinnvoll, hochreine Polymerase einzu- 
setzen bzw M falls diese den Anforderungen nicht gentigt, die in der PCR Amplifizie- 
rung eingesetzte Polymerase vor dem Einsatz zur Vervielfachung der mikrobiellen 
DNS/RNS zu dekontaminieren, bspw. durch Restriktionsenzym-Be-handlung f durch 
Methoxypsoralen/UV-Bestrahlung oder andere geeignete Verfahren 

Reinigung der bakterielien PCR-Reagentien durch Methoxypsoralen-Behandlung 

Die Quantifizierung mikrobieller DNS/RNS by PCR - Amplification ist sinnvoll, wobei 
aber die Verunreinigung der PCR-Reagentien mit mikrobieller DNS ein schwerwie- 
gendes Problem darstellt, die zu falsch positiven Resultaten ftihren, wenn ein uni- 
verseller 16S rRNS Primer eingesetzt wird. Hier.wird 8-Methoxypsoralen kombiniert 
mit UV-Bestrahlung zur Inaktivierung verunreinigender DNS eingesetzt. 
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Es wird die Wirkung von 8-MethoxypsoraIen auf die PCR-Agento'en, insbesondere 
auf das Hintergrundrauschen verunreinigender 16S rRNS unter Verwendung eines 
Echtzeit-PCR-Systems zur Detektion mikrobieller DNA im Plasma von Sepsis-Pa- 
tienten untersucht. Auch hier wurden wiederalle PCR-Reaktionen auf dem Lightcy- 
cler Instrument (Roche) durchgefuhrt Quantifizierung wurde gemali den SYBR 
Green l-Verfahren durchgefQhrt. Zur Dekontamination wurden 25 ug/ml 8-Meth-oxy- . 
psoralen (Sigma) and 5 min UV-Bestrahlung (366nm) eingesetzt Das 8-Meth-oxy- 
psoraien wurde in Dimethylsulfoxid 2,5 %, gelost. Durch die Dekontamination der 
PCR-Agentien kann nun 16S rRNS von verstarkter Staphylococcus epidermidis 
DNS durch die Schmelzkurvenanalyse unterschieden werden (Schmelzpunkt der 
verunreinigenden E.CoIi-DNS 89°C; Schmelzpunkt der Staphylococcus epidermidis 
DNS: 87°C. Die Behandiung der PCR-Regentien mit 8-Methoxypsoralen und UV- 
Bestrahlung fuhrte zur Elimination von bis zu 800 Kopien bakterieller DNS, wobei 
400 Kopien, die zu einer Probe nach dem Dekontaminationsverfahren zugesetzt 
wurden, ohne Koamplifikation der verunreinigenden DNS amplifizert werden konn- 
ten. 

Die Behandiung der PCR-Reagentien mit 8- Methoxypsoralen und UV fuhrt demzu- 
folge zu einer zufriedenstellenden Elimination von verunreinigender mikrobieller 
DNS. Die ubrigen Schritte wurden wie bei Beispief 1 durchgefuhrt. 

Beispiel 8 

Die Verfahren wurden, wie in Beispiel 1 durchgefQhrt, allerdings erfolgte die De- 
kontamination der PCR-Agentien wie folgt: 

Reinigung der PCR-Agentien durch DNAse 

Ein alternatives Reinigungsverfahren fur die PCR-Reagentien liegt im Einsatz von 
DNAse. Zur Reinigung der PCR-Agentien, die zu falsch positiven Ergebnissen bei 
einer Real-Time PCR fuhren und aus mikrobieller DNS bei der Herstellung der PCR- 
Reagentien stammen, werden die PCR-Reagentien 15 min mit DNAse behandelt. 
Danach wurde die DNAse durch Warmebehandlung bei 950C Qber 50 min inakti- 
viert. Deep-Vent-Exo(-) polymerase and Ampli-Taq Polymerase wurden fur die 
Amplifikation mit Breitband-Primern von konservierter mikrobieller 16S ribosomaler 
DNS Nucleotid Sequenzen durch Polymerase Chain Reaction verwendet Die derart 
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dekontaminierten PCR-Agentien ermoglichten einen Ausschluli der verunreinigen- 
den bakteriellen DNS aus den PCR-Reagentien. 

Es konnten mit den erfindungsgemaS gereinigten PCR-Reagentien Bakterien-DNS- 
Konzentrationen von nur 6 pg/ml bestimmt werden. 

Peisptel 9 ; 

Grobe Identifikation bakterieller DNS durch DNS-Schmelzkurven verschiedener 
Bakterien (SYBR-Green) 

Die gram-negativen Bakterien zeigten eine Schmelztemperatur zwischen 89.7 und 
89.1°C, wahrend die gram-positiven Bakterien eine Schmelztemperatur zwischen 
87,9 und 87, 6°C aufwiesen. E.coli zeigt die gieiche Schmelztemperatur wie die die 
Taq-Polymerase verunreinigende DNS. Dieses weist darauf hin, daB die verunreini- 
gende DNS aus von E-coli stammenden Polymerasen stammt. Im vorliegenden Fall 
zeigten Amplifikationsprodukte von Patienten mit Sepsis Schmelzkurven, die sich 
yon diesem; Hiritergrundsignal unterschieden. Diese Kurven zeigten Schmelztempe- 
raturen von 88.1 und 87.2 °C. Die identifizierung der Bakterien kann durch Hybridi- 
siemng Fluoreszenzfarbstoff-markierter Oligonucleotide mit der amplifizierten bakte- 
riellen DNS verfeinert werden. 

Demzufolge ist die DNS-Schmelzpunktanalyse in Kombination mit der Hybridisie- 
rung spezifischer, Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Oligonucleotide mit dem PCR- 
Produkt ein ausreichendes Verfahren, urn Bakterienspezies sehr schnell zu unter- 
scheiden und zu bestimmen. 

Bestimmung von Bakterien durch Kombination von PCR in Gegenwart von ver- 
schiedenen mehrfachspezifischen Hybridisierungssonden 

Nachweis von E.Coli 

Es wurde eine PCR mit genomischer DNA von E. Coli mit dem Primer PLK1 und 
dem mit Fluoreszein markierten Primer IFL in Gegenwart der mit RRC markierten 
Sonden ISN2 im LightCycler der Fa Roche Qber 45 Zyklen durchgefuhrt. Nach Ab- 
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schluli der Zyklen wurde eine Schmelzkurve der hybridisierten Produkte amplifi- 
zierte bakterielle DNS durchgefuhrt. Es zeigte sich eine Schmelzkurve des Hybri- 
disationsprodukts mit der Sonde fur gram-Bakterien bei der Welleniange 705nm, 
was anzeigte, dali DNS eines gram-negativen Bakteriums vorhanden war. Das Ma- 
ximum der df/dt-Kurve - d.h. der Schmelzpunktbereich des Hybridisationsproduktes 
. E.coli mit der Sonde ISN2 lag hier zwischen etwa 52 und 66°C. 

Die Betrachtung der gleichen Schmelzkurve bei 640 ergab keine Schmelzkurve - die 
gram(+) Sonde hatte also keine DNS grampositiver Bakterien gefunden und lieferte 
daher kein Signal, (s. Fig.6) 

Nachweis von Staph, epidermidis 

Der gleiche Versuch wie unter 1 wurde mit staph.epi DNS durchgefuhrt. Es konnte 
ein Schmelzbereich des Hybridisationsprodukts mit der gram(+) Sonde ISP2 von 
zwischen 50 - 64 °C gefunden werden (s. Fig. 7). Die gram(-) Sonde ISN2 ergab, da 
keine DNS gram-negativer Bakterien vorhanden war, kein Signal. 

Selbstverstandlich ist es immer moglich, nach einer derartigen Vorklassifizierung die 
Auswahl nochmals mittels Hybridisierung mit einer spezies-spezifischen Sonde 
nachzuprufen, urn die Sicherheit des Verfahrens zu erhohen. 

Spezifizierung der amplifizierten PCR-Produkte 

Ein Beispiel fur die im zweiten Schritt der Methodik durchgefuhrten Identifikation der 
Keimspezies ist die Technik des reversen Dot Blots. Die Spezifizierung der Keime 
ist nicht auf diese Technik beschrankt sondern auch zum Beispiel mittels DNS- 
Mikrochip-Technik durchfQhrbar. 

Beispiel 10 : 

Spezifizierung der amplifizierten DNS/RNS mit Reversem Dot Blot: 

Es wurden verschiedene Mikroorganismen, Candida albicans;Candida krusei ; Can- 
dida parapsilosis ; Candida tropiealis; Torulopsis glabrata; Aspergillus; E. coli Staph. 
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epi ; Pseudomonas; Acinobacter baumanii; Staph. Aureus; Enterococcus faecium; 
Enterococcus faecialis; Haemophilus influ.;Enterobacter cloacae; Klebsiella pneu- 
moniae; Serratia;Legione!la pneu. Proteus vulgaris; Bacteroides fragilis; Streptococ- 
cus pyogenes; Mycobact. pneum.; Corynebact. Jejuni; Enterobacter ae- 
rog.Mycobact. tuberculosis wie aus der Liste 1 ersichtlich, nach Amplifizierung ihrer 
DNS/RNS uber spezifische Sonden bestimmt. 

Das PCR-Produkt der Quantifizierungsreaktion von bakterieller DNA wird wahrend 
der PCR-Reaktion durch Einbau von Digoxigenin-markiertem dUTP markiert (die 
Amplifikation von Pilz-DNAwird anhandder in Liste 1 angegebenen Konsensus- 
primer PFUI und PFU2 durchgefQhrt). Das PCR-Produkt dient nach seiner Quantifi- 
zierung durch Real Time PCR zur Hybridisierung mit auf einer positiv geladenen 
Nylonmembran fixierten keimspezifischen Oligonucleotidsonde (reverser Dot Blot), 
Die positive Bindung des PCR-Produktes an eine spezifische Sonde (Sondendesign 
fOr die Bakterienspezies und Pilzart: s. Liste 1) wird anhand einer Antikorperbindung 
und Substratreaktion durch Chemilumineszenzsignal auf einem Rontgenfilm detek- 
tierbar. 

Benotigte Materialien: 

- Falkon-Rohrchen (50/25ml); 

- Nylonmembran (bspw. Roche Diagnostics) (ca. 5x8 cm2). 

Die entsprechenden Oligonucleotid-Sonden in einer Konzentration von 100 pMol/ul 
und das PCR-Produkt, durch Dig-dUTP-Einbau markiert (Positivkontrolle fur die 
Detektion) wurden je 2ul auf die trockene Nylonmembran aufgebracht Die Nuclein- 
sauren wurden auf der Nylonmembran durch UV-Bestrahlung (Crosslinking mit UV- 
Licht (302 nm, 400 mJoule/cm2) fixiert. 

Prahybridisierung: (1 Stunde) 

30 ml Standardhybridisierungspuffer wurden in Falkon-Rohrchen gefullt, die Mem- 
bran eingelegt, und 1 Std. bei Hybridisierungstemperatur (50°C) inkubiert 

Hybridisierung: (1 Stunde) 



WO 01/48237 



36 



PCTYDE00/04610 



Die DNS des zu spezifizierenden Dig-dUTP-markierten PCR-Produktes wurde 10 
min bei 95°C hitzedenaturiert, dann auf Eis gekuhlt. Falls die eingefrorene (-2O0C) 
Hybridisierungsiesung mit markierter DNA wiederverwendet werden soli, wird diese 
ebenfalls vorher 10 min bei 950C denaturiert. 

Der Prahybridisierungspuffer wird verworfen. Das Filter darf bis zur Hybridisierung 
nicht trocken werden. 6 ml erwarmter Standardhybridisierungspuffer + 40 ul PCR- 
Produkt werden in Falkon-Rohrchen gefullt und 1 h inkubiert. Danach wird 2 x 5 min 
bei Raumtemperatur mit 2 x Waschlosung (2 x SSC, 0,1% SDS) gewaschen, so- 
dann 2 x 15 min bei Hybridisirungstemperatur mit 0.5 x Waschlosung (0.5 x SSC, 
0.1% SDS). Danach wird die Nylonmembran luftgetrocknet oder weiter detektiert. 

Fur die Hybridisierung verwendete Puffer: 

Hybridisierungspuffer: 5 x SSC, 0,1% N-Lauroylsarkosin, 0,021/o SDS, 1% Blockie- 

rungsreagenz (Kasein in Maleinsaurepuffer), bei 70°C gelost 

Maleinsaurepuffer: 0, 1 M Maleinsaure, 0, 15 NaCr, auf pH 7,5 mit NaOH eingestellt. 

Detektion des spezifisch an die Nylonmembran gebundenen PCR-Produktes 

Alle Inkubationen erfolgen bei Raumtemperatur, wenn nicht anders angegeben. Die 
Membran wird kurz (1 - 3 min) in Waschpuffer gewaschen, 30 min im Blockierungs- 
puffer leicht schutteln) inkubiert; danach 30 min in 30 ml Blockierungspuffer unter 
Zugabe von 3ul Anti-DIG-AP (Verdunnung-1:1 0.000) inkubiert. Dann wird die Mem- 
bran zwei mal jeweils 15 min in Waschpuffer gewaschen, danach 2 min im Detekti- 
onspuffer. Dann wird die Membran (bis auf eine Seite !) eingeschweiBt. 

In einem sterilen Eppendorfrohrchen werden 990 ul Detektionspuffer + 10 ul CSPD 
(Box im Gefrierschrank) gemischt und mit der sterilen Pipette gleichmaliig auf die 
Membran aufgebracht. 

Die zugeschweiSte Membran wurde 15 min bei 37°C inkubiert. Dann wurde die ein- 
geschweifite Membran in eine Belichtungskassette eingelegt, ein RSntgenfilm auf- 
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gelegt (im Dunkeln), markiert und verriegelt. Die Belichtung des Rontgenfilms wird 
20-30 min durchgefuhrt. Nach der Belichtungszeit wird der Rontgenfilm entwickelt. 
Der Keimbefund wird anhand des Chemilumineszenz-Signals als dunkler Punkt 
(Dot) auf dem Rontgenfilm abgelesen. 

Zur Detektion verwendete Puffer 

Waschlosung 0,3% Tween 20 in Maleinsaure-Puffer 
Maleinsaurepuffer: 0.1M Maleinsaure, 0.15M NaCI, pH 7,5 mit NaOH einstellen 
Btockierungspuffer 10% Blockierungsreagenz in Maleinsaurepuffer 
Detektionspuffer: 100 mM TRIS-HCi, pH 9.5; 100 mM NaCI 

Wahrend die Erfindung anhand bevorzugter Ausfiihrungsbeispiele erlautert wurde, 
ist sie keirieswegs auf diese beschrSnkt, sondern erstreckt sich auf alie dem Fach- 
mann gelaufigen, unterden Schutzbereich der Anspruche fallenden Ausfuhaings- 
formen. 
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AnsprQche 

1 . Verfahren zur Bestimmung mikrobielier DNS/RNS, gekennzeichnet durch: 

- Vorlegen einer Probe mit RNS/DNS; 

- Anreichern der DNS/RNS der Probe 

- Zugabe von mindestens einem markierten Oligonucleotid und temperaturabhangige 
Hybridisierung 

- Bestimmung der DNS/RNS aufgrund der physikalischen Eigenschaften des 
DNS/RNS/OIigonucleotidkomplexes, wie der Temperaturabhangigkeit der Hybridisierung. 

2. Verfahren zur Bestimmung von mikrobielier DNS/RNS nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch: 
Anreichern der Probe mit mikrobielier DNS/RNS mittels eines PCR-Verfahrens; und 

- Bestimmung der mittels der PCR vervielfachten DNS/RNS-Kopien. 

3. Verfahren nach Anspaich 2, dadurch gekennzeichnet, daB das PCR-Verfahren ein real-Time 
PCR-Verfahren ist und damit die Menge mikrobielier DNS/RNS in der Ausgangsprobe ermitteft 
wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafc zur Bestimmung der mikrobiellen 
DNS/RNS uber die Schmelzkurve eine Vorklassifizierung des mindestens einen Mikroorganismus 
durchgefOhrt wird. . 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dali zur Bestimmung der mikrobiellen 
DNS/RNS ein reverser Dot Blot mit geeigneten DNS/RNS-Sonden ; ein DNS-Chip/DNS-Microarray 
eingesetzt wird. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, dali die in der 
PCR verwendefen Polymerasen vordem Einsatz zur Vervielfachung der mikrobiellen DNS/RNS 
dekontaminiert werden, wie durch Restriktionsenzym-Behandlung, durch Methoxypsoralen/UV- 
Bestrahlung. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, dalJ die zu 
untersuchende Probe KorperflQssigkeit, Abstriche oder Gewebe ist. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, da(X die 
Oligonucleotide mit FRET-geeignetem Farbstoff-markierte Sonden und der LowerPrimer einen 
transferfahigen, fQr FRET geeigneten Farbstoff aufweist, wobei Sonden und Primer so gestaltet 
sind, daft sie an benachbarten Sequenzbereichen einer zu amplifizierenden Sequenz binden. 
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9. Kit zur schnellen Bestimmung von mikrobieller DNS/RNS in Proben, gekennzeichnet durch: 
dekontaminierte Polymerase; und Losung mit einer Standard-DNS/RNS-Konzentration einer 
bekannten (Template) DNS/RNS. 

10. Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dad er fernermindestens ein ggf. gelabeltes 
Konsensus-Primer-Paar, insbesondere mit einer Lange von etwa bis 23 Basenpaare aufweist. 

1 1 . Kit nach Anspruch 9 , dadurch gekennzeichnet, daS er femer RNS oder DNS-Sonden aulweist, 
die gelabelt seln k6nnen. 

12 Verwendung des Verfahrens nach einem der AnsprQche zur Schnellbestimmung von 
mikrobieller genomischer DNS oder von RNS. 

13. Verwendung nach Anspruch 12 zur Diagnose von bakteriellen Infektionen, wie Sepsis, oder 
Pilz-lnfektionen, in der Lebensmittelkontrolle, Wasserkontrolle, veterinarmedizinischen 
Anwendungen. 

14. Programm zur Bestimmung von DNS/RNS in einem Automaten wahrend einer PCR in 
Gegenwart mindestens einer markierten DNS/RNS-Sonde, die bei Bindung an DNS/RNS ein 
bindungstypisches optisches Signal ergibt, mit den Schritte 

Eingabe der speziellen DNS/RNS-Sonde, 

Erhalt und Speichem von MeBwerten von fOr die Bindung der DNS/RNS-Sonde an DNS/RNS- 
Abschnitte spezifischen Signalen in Abhangigkeit von der Temperatur wahrend eines PCR- 
Verfahrens; 

Berechnen der ersten Ableitung des optischen Signals I von der Temperatur dl/dT und 

Abspeichem der Kurvenform (Schmelzkurve) des Fluoreszenzsignals; und 

Vergleich der Kurvenform dl/dT TQr die spezielle Sonde mit einer abgespeicherten Wertetabelle, in 
der typische Werte ftir bestimmte Mikroorganismen abgelegt sind; und 

Auswahl der den MeBwerten in einem ausgewShlten Bereich ahnlichsten Kurvenform; und 

Ausgabe von Informationen uber die mindestens eine der aufgrund der Ahnlichkeit der 
gemessenen und abgespeicherten Kurvenform ermittelten Mikroorganismus-Art/en. 
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Schmelztemperatur [°C] 
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Abb. 6: 




BAL von PatienteiL Nach Preparation 1:10 verdunnt, mit 
Konsensusprimern amplifiziert. SYBR-Green-Format. 




Fluorescence-Kurve gram-positive Sonde 
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Schmelzkurve gram-negative Sonde 
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AGACACGGTCCAGAC 
AGACACGGT^CAGACTCCllACGGGAGOCAG 
AGACACGGTCCAGACTCC1 ACGGOAGGCAGi 
1 U AGACACX3GTCCAQACTCCI ACGGGAGGCAGi 
AGACACGGCCCAGACTCC1 ACGGGAGGCAGi 
AGACACQQTCCAQACTCCI ACGGGAGGCAGi 
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AGACACGGCCCAGACTCC1 ACGGGAGGCAGi 
AGACACGGCCCAAACTCCI ACGGGAGGCAGi 
AGACACGGCCCNGACTCC1 ACGOGAGGCAG 
AGACACGGTCCAGACTCCI ACGGGAGGCAGi 
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ITGOGGAATATTOGACAA 368 
ITGGGGAATATTGGACAA 337 
ITGGGGAATATTOGACAA 348 
ITGGGGAATATTGCACAA 375 
IAATATTGCACAA 340 
ITGGGGAATATTGCACAA 365 
tTATTGCACAA 345 
iTATTGCACAA 373 
TTGCACAA 373 
1TQGGQAATATTG CO CNA 374 



AGATACGGCCCAGACTCCI ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA 363 
AGACACGQCC CAQACTC-1 ACGGGAQGCAQCAQTOGQ - AATATTQCACAA 359 



TAGGGAATCTTCGGCAA 344 
rAGGGAATCTTCGGCAA 344 
rAGGGAATCTTCGGCNA 276 
TAGGGAATCTTCCGCAA 354 



AGACACGGTCCAGACTCCI ACGGQ AGG CAGCAQTAGGQAATCTTCCGCAA 366 




TTTTTCACAA 371 
TATTGGTCAA 350 



* *** ** 



AGACACGGCCCATACTCCI ACGGGAGNCAGCAl 
AGACACGGTCCAAACTCCX ACGGGAGGCAGi 
+** *#*.* ** #*** «]+****** + *+* 

A- TTGTAAAGC^CTTTTAAGTlfGGGAGGA^SsGCA- - -GTAAGTT - AATAC 

G - TTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGG^TAC TTTAGTT - A§EA& 

G-TTGTAAAGCACTTTCAGTGG^ 

G-TTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGG TGAGCTT-AAp^ 

G - TTGTAAAa^CTTTCAGCGAGGAGG^GGfcGT- - -TAAGGTT -AAT^T 
G-TTQTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGpGA- - -TGAGGTT-AMgfr . 
G - TTGTAAAG^ClTTCAGCGGGGAGGA£fc0^ 

G - T^TAAAGTACTTTCyVGCGGGGAfSGA^^^AG TAAAGTT - AATAC 

G - TTGTAAAGTACTTTCAGCXSGGGAGGA^^^Ba TAAAGTT^AAIAG 

G-TTGTAAAGTTCTTTCXWTATTGAGGA^gStc- - -ATGTGTT-AATAG 

g-ttgtaaacctctttcaccatcgacgaag^ES CGGGTT 

- -TTOTAA-CGCCTTTCGCTAG-GAAGA^AC- — tgtgt— 

a- tcxstaaaactctgttgttagagaagaac^gS}^ 
a-txx3taaaactctgttgttagagaagaacaa(^^aqasta-actg- 
a-tcgtaaagctctgttgttag&aaagaa^ 

A- TOjTAAAACTCTGTTATTAGGGAAtgA^C^UVTGT - GTAAGTA- ACTA - 
A- TCXSTAAAACTClXrTTATTAGGGA^^GATATGT - GTAAGTA.-^ ACTG - 
GATTGTAJVAGTTC^TTTATTTGGGAAGAAS^ — AATGG 

GGTCGTAAACTTCTTTTATATAAGAATAfl^reGIA- -GTATGT- - - ATA- 



463 SLKZ 
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443 SlKAT. 
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469 SUXt \ 
451 StWTO . 
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WO 01/48237 PCT7DE00/04610 

15/16 



| PSEUDAER 
1|ACINBAUMANII 
1 j LEGPNEU 
| SERMAR 

0 . 1 1 ENTEROBACTAEROG 

1 | KLEBSPNEU 

i | ENTEROBACTCLOAC 

ECOLI 

PROTVULG 

HEMOINFLU 
0.1|MYCOBTUBERC 
J CORYNEYJEIJ 
. 1 | ENTEROCOCFAECALI 
• 1 | ENTEROCOCFAECIUM 
1 | STREPTPYOGEN 

STAPHEPI 

STAPHAUREUS 

MYCOBACTPNEUM 
ljBACTFRAGIL 



. | PSEUDAER 

. 1 1 ACINBAUMANII 

. 1 j LEGPNEU 

L | SERMAR 

50 . 1 | ENTEROBACTAEROG 

. 1 | KLEBSPNEU 

. 1 1 ENTEROBACTCLOAC 

L | ECOLI 

L | PROTVULG 

L j HEMOINFLU 

20.l|MYCOBTUBERC 

I | CORYNEYJEIJ 

2 . 1 | ENTEROCOCFAECALI 

1 . 1 j ENTEROCOCFAECIUM 

. 1 | STREPTPYOGEN 

1 | STAPHEPI 

I j STAPHAUREUS 

I I MYCOBACTPNEUM 
. 1 I BACTFRAGIL 



if 



^^ G:l %TC-ACaTTA^-AC-AQAATAAGCACCGGCTAACTTCG'I1 510 
GTffOHBATAdrGGaCGTTAC! ©-GCjAGAATAAGCACCQGCTAACTCTGT 480 

„„ - « 3TTACSC-AC-AGAAGAAGCACCGGCTAACTCGGT 490 

GCTCATCfl^TTG-'ACGTTAe £^32r*^^'AAGCACCGGCTAACTCCGT S17 
CCTTGGCGjiTTG-ACGTTA): rC^Ga-AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT 482 
" ACGTTAC ^^AQAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT 508 
CCCnX3a(^^3-ACGTTACfcC -GC-AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT 487 
CTTTGCTj^G-ACGTTAC -! C - G C - AG AAGAAGCACCGGCTAACTC CGT 51S 

CT^TQAS^-A^TTACfcC-GC-AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCOT 515 
C^C^qA^TTG>A^TTAA^T-AC-AGAAGAAGCACCGGCTAACTnPr,T 516 
- CTCTCGGATTG - jjCGGTAj^TCG - - A(j\AG AAGCACCGU CCAACTACGT 497 
-TG-ACGGTACCT^3T-A^AGAAQCACCGGCTAACTACGT 481 
-ACGGTjilfTAAqCAGAA- -AG CCACGGCTAACTACGT 4 86 * 
|- ACGGTA rCTAACCAGAA- -AGCCACGGCTAACTACGT 486 
-ACGGTA VCTAACCAGAA- -AGGGACGGCTAACTACGT 419 
-ACGGTA :CTAATCAGAA- -AGCCACGGCTAACTACGT 496* 
r -ACGGTA :CTAATCAGAA- - AGCCACGGCTAACTACGT ^508 ■ 

^--AG ^TtjTG ^ACTGTA l CIA]- TTTTGAATAAGTG ACGACTAACTATGT 515 
CTGTTTTG^A^j ^TAE^TAT — GAATAAGGATCGGCTAACTCCGT 487 

T ** * *«L i$p z it* ********* 



GG- 




GCCkGCAGCCGCGGTAATfl CG AAGGGTG CG AG CGTTAATCG GAAT TACTG 560 
GCC W3CAGCCGCGGTAAT; CAGAGGGTG CGAGCGTTAATCGGATTTACTG 530 
GCCAGCAGCCGCGGTAAT; CGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG 540 
GCCAGCAGCCGCGGTAATJ! CGGAGNGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG 567 
GCOAGCAGCCGCGGTAATA CGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG 532 
HGCCGCGGTAAT.fi SGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG 558 
GCCAGCAGCCGCGGTAAW CGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG 537 
GqaAGCAGCCGCGGTAATfl 3GGRGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG 565 
GCCftGCAGCCGCGCTAATA CGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG 565 
-AGCCGCGGTAATA CGGAGNGTGCGAGCGTTAATCGGAATAACTG 566 
GCdjVGCAGCCGCGGTAATA CGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTG 547 
GCCAGCAGCCGCGGTAATfi CGTAGGGTGCGA- CGTTGTCCGGAATTACTG 530 
h '"GCCGCGGTAATA CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTG 536 
rCCGCGGTAATA CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTG 536 

"Til -JCCGCGGTAATA CGTAGGTCCCNAGCGTTGTCCGGATNTATTG 469 

G DC U3CAGCCGCGGTAATA CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG 546 

\3\JQ \GC2AGC^\*CZr , CZCZ'T'Il BTfl **iVt*l\.f*rywTv**nmi *^/mw im » nw^^. 




~ * x vi wutu v^ij 1 1 m x ul. \i viATTTATTG 565 

LGCAGCCGCGGTAATA^GAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTG 537 
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GTC TTGTAA l^'GGAATGAGTAC AATGT7vA7v? ACCTTAACGAGG AT H?5Jt^ f, 3 6 
GTCTTGTAArTGGAATGAOTACAA'rGTAAATACCTTA/iCGAGGAAC/ kTT 5 4 7 
GTCTTGTAAVTX^GAA'TGAGTACAAl'G'i'AAA'i'ACCrTAACGAGGAACr ATT 5 4 S 
GTCT TGTAAT TGGAAT 6 AGT ACAATGT AAATAC C I'TAACGAGG AAC P PilT i 4 5 
6TC7TGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAAT ACCTTAACGAGGAAC^ ATT Tt 4 !i 
GTCTCGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGAAC^ AT? .i 4 S 



GGAGGGCAAGTGXGG^CAOCAGCCGi 
CGAGpOCAAGTCTGgr^ D 



3GN AATTCCAG C T CC AA V AGCG Mi* 
C AGCAGCCG COM N AATTCCAG C7CC AA AAGCG 597 
TCCAAAAGCG 
TCCAGCTCCAAAAGCG 
AGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAAAAGCG 
AGC AGCCGCG G T AA t"rCCAGCrCCAATAG<JG 
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GG AGGGCAAGTCTGGT$ ZC AGC AGCCGC G GN AATTCCAG C'X 
GGAGGGCAAGTCTGJG^XAGCAGCCGCGGNAAT 
GGAGGGCAAGTCTJ^Sti 
GGAGGGCAA3TCTGGT< 

T AT ATTAAAC 1TGTTGC AGTTAA 7\ A AGCTCGT AGTTGAACT , r , rCGG fCTC * '* 6 
TATAT T AAAGTFGlTGC AG TTAA AAAGCTCGTAG T EGAACTTTfGG U C 'I v 647 
TATATTAAAGTTGtTCCAGin'Ai^AAAGCrCGTAGTTGAACCrm^iCTl'C 64 5 
T ATAT T AA AGTTGTTGCAG TT AAAAAGd'CG? AGT TGA ACCTTGGGC T T G 64 5 
I ATATTAAAGTT G'tfCGCAG TTAAAAAGCTCGTAGT'l'GAACCTlGGGCTTG M !i 
TATAT7 AAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGGTe'rG 64 5 
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Analysis of DNA Melting Curves during the 
Polymerase Chain Reaction" 
ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 

1997, Seiten 154-160, XP001015991 
Selte 155; Abbildungen 2-4 

NAUCK ET AL.: "Rapid, Homogenous 
Genotyping of the 46/5G Polymorphism 1n 
the Promoter Region of the PAI 1 Gene by 
Fluorescence Resonance Energy Transfer and 
Probe Melting Curve" 
CLINICAL CHEMISTRY, 
Bd. 45, Nr. 8, 

1. August 1999 (1999-08-01), Seiten 
1141-1147, XP002175787 
das ganze Dokument 
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0 Besondere Kaiegorien von angegebenen Verdffentlichungen 

•A' VerdtfentUchung, die den alkjemeinen Stand derTechnikdefinierl, 
aber nicht ate besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' atteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
AnmeWedatum verdffentlicM worden ist 

•L" Verdffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifettiaft er- 
schetnen zu lassen. Oder durch die das Verdttentlichungsdalum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt warden 
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•p" VerdtfentUchung, die vor dem intemalionaten Anmetdedatum, aber nach 
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Erfindung zugrundeiiegenden Prinzlps oder der ihr zugrundelegenden 
Theorie angegeben ist 

*X a Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann aDein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht ats neu oder auf 
erfinderischer Tatkjkeit beruhend betrachtet warden 

*Y* Verdffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
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'&' Verdffentlichung. die Mitgfied dersefcen Patentfamilie ist 



Datum des Abschtusses der intemationalen Recherche 



29. August 2001 



Absendedalum des intemanonaien Recherchenberichts 



10/09/2001 



Name und Postanscnrift der intemalionaten Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patent I aan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70)340-3016 



Bevollmachtlgter Bediensteter 



Botz, J 



Formttatt PCT/lSA/210 (Btatt 2) (Juii 1992) 



Selte 1 von 3 



INTERNATIONAL^ RECHERCHENBERICHT 



Intern^ 



tales Aktenzeichen 



PCT/DE 00/04610 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Belracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



AHSEN ET AL.: "Application of a 
Thermodynamic Nearest-Neighbor Model to 
Estimate Nucleic Acid Stability and 
Optimize Probe Design: Prediction of 
Melting Points of Multiple Mutations of 
Apolipoprotein B-3500 and Factor V with a 
Hybridization Probe Genotyping Assay on 
the UghtCycler" 
CLINICAL CHEMISTRY, 
Bd. 45, Nr. 12, 

1. Dezember 1999 (1999-12-01), Selten 
2094-2101, XP002175788 
das ganze Dokument 

DE SILVA: "Rapid Genotyping and 
Quantification on the LightCycler with 
Hybridization Probes" 
BIOCHEMICA, 

Nr. 2, 1998, Seiten 12-15, XP002175789 
das ganze Dokument 

SHEPERD ET AL.: "Monitoring of 

fluorescence during DNA melting as a 

method for discrimination and detection of 

PCR products in variety identification" 

MOLECULAR BREEDING, 

Bd. 4, Nr. 6, 1998, Selten 509-517, 

XP001016033 

Abblldungen 2-4; Tabelle 1 

WOO ET AL.: "Identification of Leptospira 
biflexa by real-time homogenous detection 
of rapid cycle PCR product" 
JOURNAL OF MICROBIOLOGICAL METHODS, 
Bd. 35, Nr. 1, Februar 1999 (1999-02), 
Seiten 23-30, XP001016145 
das ganze Dokument 

KLAUSEGGER ET AL.: "Gram Type-Specific 
Broad Range PCR Amplification for Rapid 
Detection of 62 Pathogenic Bacteria" 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 37, Nr. 2, Februar 1999 (1999-02), 
Selten 464-466, XP002176097 
1n der Anmeldung erwahnt 
Abbildung 1 
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ANTHONY ET AL. : "Rapid Diagnosis of 
Bacteremia by Universal Amplification of 
23S Ribosomal DNA Followed by 
Hybridization to an Oligonucleotide Array" 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 38, Nr. 2, Februar 2000 (2000-02), 
Seiten 781-788, XP002176098 
in der Anmeldung erwahnt 
Tabelle 2 

BERNARD ET AL.: "Homogenous Multiplex 

Genotyping of Hemochromatosis Mutations 

with Fluorescent Hybridization Probes" 

AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY, 

Bd. 153, Nr. 4, Oktober 1998 (1998-10), 

Seiten 1055-1061, XP000874040 

das ganze Dokument 

ESPY ET AL.: "Diagnosis of Herpes Simplex 

Virus Infections in the Clinical 

Laboratory by LightCycler PCR" 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

Bd. 38, Nr. 2, Februar 2000 (2000-02), 

Seiten 795-799, XP002175791 

das ganze Dokument 

PIETILA ET AL.: "Rapid Differentiation of 
Borrella garinii from Borrelia afzel 1 1 and 
Borrelia burgdorferi Sensu Stricto by 
LightCycler Fluorescence Melting Curve 
Analysis of a PCR Product of the recA 
Gene" 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

Bd. 38, Nr. 7, Juli 2000 (2000-07), Seiten 

2756-2759, XP002175790 

das ganze Dokument 
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